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1. Zusammenfassung  
 
Sepsis und Multiorganversagen (MOV) sind trotz modernster Möglichkeiten der 
Intensivmedizin und einem enormen Wissenszuwachs auf diesem Gebiet nach wie vor 
durch eine hohe Sterblichkeit gekennzeichnet. Obgleich bestimmte Risikofaktoren 
prädisponierend wirken, ist die Sepsis nicht allein eine Erkrankung alter oder morbider 
Menschen. Vielmehr sind auch junge, gesundheitlich kaum beeinträchtigte Patienten, 
betroffen (BRUNKHORST, 2005). Neben medizinischen Problemen stellt die 
intensivstationäre Betreuung der Erkrankten ein erhebliches sozioökonomisches Problem 
dar (BRUN-BUISSON, 2003; BRUNKHORST, 2005).   
Die Wissenschaft hat in ihren Bemühungen um die Entschlüsselung der 
pathophysiologischen Grundlagen ein facettenreiches Krankheitsbild aufgedeckt. 
Abweichungen von physiologischen Vorgängen sind auf nahezu allen Ebenen zu 
verzeichnen (z.B.: genetische Veränderungen, Störungen des Immun-, Zytokin-,  
Gerinnungs- und Hormonnetzwerkes). Ein relativ junger Forschungsschwerpunkt 
konzentriert sich auf die Bedeutung der Apoptose. In diesem genetisch determinierten 
Prozess, der auch als programmierter Zelltod (PCD) bezeichnet wird, kommt es zum 
geregelten Untergang und Abbau der Zelle. Beim Gesunden bildet sie Grundlage einer 
geregelten Embryogenese, der Gewebshomöostase und der Immunfunktion. Das Signal 
zur Einleitung des programmierten Zelltodes erhält die Zelle z.B. über die Bindung eines 
Liganden an zellständige Todesrezeptoren (z.B.: Fas). Dies ist der sogenannte extrinsische 
Weg. Im Gegensatz hierzu kann das Signal auch vom Zellinneren, wie es beispielsweise 
nach schwerer DNA-Schädigung der Fall ist, ausgehen. Dieser als intrinsischer Weg 
bezeichnete Vorgang involviert primär Zellorganellen, wie Mitochondrien, 
endoplasmatisches Retikulum (ER) und Lysosomen. 
Patienten im Vollbild der Sepsis zeigen Veränderungen des Ablaufs der Apoptose 
bestimmter Zellpopulationen. Während dieser Sachverhalt gesichert zur Dysregulation der 
Immunantwort im Rahmen der Sepsis beiträgt (MARSIK, 2003), wird die Bedeutung des 
PCD für das Versagen solider Organe kontrovers diskutiert (OBERHOLZER, 2001; DE 
FREITAS, 2004). Ein Ziel dieser Arbeit war daher zu prüfen, ob ein Zusammenhang 
zwischen den Serumspiegeln bestimmter Apoptose-regulierender Proteine aus der 
Tumornekrosefaktor- (TNF) / TNF-Rezeptor-Familie (extrinsisch), bzw. Cytochrom c 
(intrinsisch) und der Dysfunktion bestimmter Organsysteme besteht. Im Mittelpunkt 
unseres Interesses stand hierbei vor allem das septische Leberversagen.                       
Zur Verifizierung des Apoptosegrades epithelialer Zellen, zu denen unter anderem die 
Hepatozyten zählen, wurde M30 im Serum und exemplarisch in drei Leberbioptaten 
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gemessen. M30 ist ein Spaltprodukt des Zellskelettbestandteils Cytokeratin-18, das in der 
frühen Phase der Apoptose als hochspezifischer Marker auf der Zelloberfläche exprimiert 
wird.  
Methodik: Nach Genehmigung der zuständigen Ethikkommission und Einverständnis der 
Angehörigen wurden die Apoptose-spezifischen Proteine im Serum von Patienten mit 
Sepsis (n=51) oder postoperativer systemischer Entzündungsreaktion nicht-infektiöser 
Genese (SIRS) (n=41) sowie gesunden Kontrollen (n=10) mittels ELISA quantifiziert. Die 
statistische Auswertung erfolgte durch Berechnung mittels ANOVA (One Way Analysis of 
Variance und Two Way ANOVA) jeweils gefolgt von einer post-hoc-Adjustierung für 
multiples Testen nach Student-Newman-Keuls mit einer kommerziellen Software 
(SigmaStat). Ergebnisse: Die Serumkonzentrationen löslicher Marker der TNF/TNFR-
Familie (sFas, sFasL, TRAIL) waren für sFas bei septischer Genese höher, verglichen mit 
denen nicht-infektiöser systemischer Entzündung. Nur die Serumkonzentrationen von sFas 
überschritten die Werte von gesunden Probanden, wohingegen die Serumkonzentrationen 
von sFasL und TRAIL deutlich darunter lagen. Eine Zunahme des Caspasespaltproduktes 
M30 im Serum war lediglich bei schwerstem Multiorganversagen zu beobachten. Eine 
exemplarische Korrelation der Apoptosekaskade mit dem Ausmaß der Leberdysfunktion 
zeigte ebenfalls eine erhöhte Generierung von M30 nur bei schwerem Leberversagen, dann 
allerdings in hohen Konzentrationen. Dabei wurde die Bildung des Neoepitopes von einer 
deutlichen Freisetzung von Cytochrom-c begleitet. Dem gegenüber waren die sFasL-
Serumkonzentrationen nahezu unverändert. Bei 3 Patienten mit fulminantem 
Leberversagen wurde zu differentialdiagnostischen Zwecken eine Leberbiopsie 
durchgeführt. Die immunhistochemische Untersuchung der Bioptate zeigte eine erhöhte 
M30-Expression sowie gesteigerte Aktivität an aktivierter Casp ase 3, einem 
Vollstreckerenzym der Apoptose. Interpretation: Der PCD (programmed cell death, 
Apoptose), welcher über den intrinsischen/mitochondrialen Weg initiiert wird, scheint mit 
der Schwere des Organversagens zu korrelieren und einen wesentlichen Beitrag zum 
schweren Organversagen (z.B. der Leber) zu leisten. Eine Protektion von Organen 
gegenüber dem apoptotischen Zelltod bei moderater Organdysfunktion scheint aufgrund 
der Ergebnisse möglich. Die Bestimmung der Serumkonzentration Apoptose-spezifischer 
Proteine eignet sich zur indirekten Quantifizierung der Apoptoseaktivität bei Patienten mit 
SIRS und Sepsis. Klinisch könnte sie für die Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivität 
hilfreich sein, sowie neue Einblicke in die Bedeutung der Apoptose bei der Pathogenese 
sowie die Entwicklung neuer Therapiestrategien ermöglichen. 
 




2.1 Zur Geschichte der Sepsis 
 
Bereits im Jahre 400 vor Christus beschrieb HIPPOKRATES ein Fieber, das durch eine 
faulende Materie verursacht wird. IGNAZ SEMMELWEIS erkannte 1847 die Ursache der 
Puerperalsepsis und es gelang ihm durch Einführung der Händedesinfektion mit 
Chlorwasser die Sterblichkeit der Wöchnerinnen erheblich zu senken. Entscheidende 
Fortschritte erbrachten die Etablierung der Mikrobiologie durch KOCH und PASTEUR, die 
Endotoxinforschung verbunden mit Namen wie PFEIFER, CENTANNI und WESTPHAL und 
die Aufklärung des Mediator- und Zytokinnetzwerkes in den 70er Jahren des 20. 
Jahrhunderts. Auf SCHOTTMÜLLER (1914) geht eine der ersten Sepsisdefinitionen zurück, 
die das Vorhandensein vitaler Bakterien als conditio sine qua non voraussetzt. Die weitere 
Aufklärung der Pathosphysiologie und Genese der Sepsis machte die Einführung neuer 
Begriffe nötig. Die aktuellsten Definitionen zeigt Tabelle 1. 
 
2.2  Definitionen 
 
Die Diagnose einer Sepsis verlangt das Vorliegen einer Infektion und die Erfüllung von 
wenigstens 2 von 4 Kriterien des systemischen inflammatorischen Response-Syndroms, die 
in Tabelle 1 aufgeführt sind. Liegt zusätzlich mindestens eine infektionsbezogene 
Organdysfunktion vor, spricht man von schwerer Sepsis. Per definitionem wird die 
Insuffizienz eines Organs als Organdysfunktion, das Zusammentreffen dieser Situation für 
2 und mehr Organe als Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) bezeichnet. Kommt es 
schließlich zum Versagen von 2 oder mehr Organen besteht ein Multiorganversagen 
(MOV)(BONE, 1996).  
 
Infektion Entzündliche Gewebereaktion auf Mikroorganismen oder Invasion von 
Mikroorganismen in normalerweise steriles Gewebe. 
 
Bakteriämie Vorhandensein vitaler Bakterien im Blut. Die Anwesenheit von Pilzen, 
Viren, Parasiten und anderen Pathogenen in der Blutbahn sollte 
entsprechend bezeichnet werden. 
 
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome: systemisch-entzündliche 
Reaktion auf verschiedene schwere klinische Insulte, charakterisiert durch 2 
oder mehr der folgenden Symptome: 
1. Körpertemperatur  >38°C oder <36°C, 
2. Herzfrequenz >90/min, 
3. Atemfrequenz >20/min oder paCO2<32mmHg, 
4. Leukozyten >12.000/mm3 oder <4.000/mm3, oder >10%    
    unreife (stabförmige) Formen 
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CARS Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome: kompensatorisches 
antiinflammatorisches Reaktionssyndrom, das sich im Anschluss an die 
proinflammatorische Phase als Anergie, als erhöhte Empfindlichkeit 
gegenüber Infektionen oder als beides manifestiert. 
 
Sepsis Systemische Reaktion auf eine Infektion, z.B. charakterisiert durch 2 oder 
mehr der folgenden, durch die Infektion hervorgerufenen Symptome:  
 
1. Körpertemperatur  >38°C oder <36°C, 
2. Herzfrequenz >90/min, 
3. Atemfrequenz >20/min oder paCO2<32mmHg, 
4. Leukozyten >12.000/mm3 oder <4.000/mm3, oder >10% 




Sepsis, assoziiert mit Organdysfunktion, Minderperfusion oder Hypotonie. 
Minderdurchblutung und Durchblutungsstörungen können beinhalten, sind 
aber nicht beschränkt auf: Laktatazidose, Azidose, Oligurie oder eine akute 
Änderung der Bewusstseinslage. 
 
MODS Multiple Organ Dysfunction Syndrome: Dermaßen geänderte Organfunktion 
bei Akutkranken, dass die Homöostase ohne Intervention nicht mehr 
aufrechterhalten werden kann. 
 
septischer Schock Sepsisinduzierter Schock mit Hypotonie trotz adäquater 
Volumensubstitution, einhergehend mit Hypoperfusionszeichen oder 
Organdysfunktionszeichen; letztere können beinhalten, sind aber nicht 
beschränkt auf: Laktatazidose, Azidose, Oligurie oder eine akute Änderung 
der Bewusstseinslage. Patienten, die infolge einer Therapie mit inotropen 
oder vasokonstriktiven Substanzen nicht mehr hypotensiv sind, aber 
dennoch Zeichen der Hypotension oder Organdysfunktion aufweisen, 
werden trotzdem dem Stadium des septischen Schocks zugeordnet. 
 
 
Tabelle 1: Aktuelle Definitionen von Sepsis, SIRS und sepsisassoziierten Erkrankungen 
beruhend auf dem Beschluss der Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicans und 
der Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) 1992. 
 
 
2.3 Epidemiologie der Sepsis und des Multiorganversagens 
 
2.3.1 Inzidenz und Sterblichkeit  
 
Deutschlandweit sterben täglich etwa 164 Patienten an Sepsis. Diese stellt damit die 
dritthäufigste Todesursache nach koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt dar. 
Hierzulande erkranken pro Jahr etwa 154.000 (216/100.000) Einwohner, davon 75.000 
(110/100.000) an schwerer Sepsis bzw. septischem Schock. Je nach Schweregrad der 
Erkrankung kann die Mortalität bis zu  54% betragen (BRUNKHORST, 2005).  
Dem MOV liegt in 60 - 90% der Fälle eine Sepsis zugrunde. Trotz beherrschbarem 
Einzelorganversagen geht das etablierte MOV mit einer schlechten Prognose einher. So 
enden etwa ein Drittel der Sepsisfälle mit dem Tod durch MOV (ANGUS, 2001).  
2.        Einleitung 
 5 
Am häufigsten sind das Nieren- (30-31%) und Lungenversagen (28-31%). Bei 19-22% der 
Patienten werden Leberfunktionsstörungen beobachtet (BAKKER, 2004). 
Trotz Fortschritten in der Intensivtherapie, die zur Abnahme der Mortalität beigetragen 
haben, führt die zunehmende Inzidenz insgesamt zu einer steigenden Zahl versterbender 
Patienten (MARTIN et al., 2003; BRUN-BUISSON, 2004). Die Zunahme der Inzidenz 
findet ihre Wurzeln in Grunderkrankungen, iatrogenen Immundefizienzen und dem 
demografischen Wandel, der mit einer immer älter werdenden Bevölkerung einhergeht. 
Zum anderen begünstigen die zunehmende Invasivität diagnostischer und therapeutischer 
Maßnahmen, Antibiotikaresistenzen und multiresistente Keime die Entstehung septischer 
Komplikationen (BRUN-BUISSON, 1995; KOZIEL, 1995; MCCLAINE, 1996). 
 
 
2.4 Pathophysiologie der Sepsis und des Multiorganversagens 
 
2.4.1 Infektion – Immunzellaktivierung - Wirtsantwort – Organdysfunktion 
 
Sepsis wird durch Invasion von Mikroorganismen und/oder deren Produkten, den 
sogenannten pathogen associated molecular patterns (PAMPs), in die Blutbahn verursacht. 
Unter PAMPs werden z.B. Exotoxine, bakterielle DNA sowie virale Bausteine subsumiert.  
Diese werden von spezifischen Rezeptoren, den pattern recognition receptors (PRR) 
immunkompetenter Zellen gebunden. Über intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden 
resultiert eine stereotype inflammatorische Wirtsantwort (SIRS) mit der Entstehung 
infektionsortferner Organschäden bis hin zum MOV (BOCHUD, 2003).  
Ein Mitglied der PRR sind die Toll-like-Rezeptoren, die zuerst bei Drosophila melanogaster 
beschrieben wurden. Ihre Aktivierung auf Monozyten/Makrophagen führt zur Expression 
von Genen, die proinflammatorische Zytokine codieren. Hierzu zählt man z.B. die als 
Hauptmediatoren der Sepsis geltenden Zytokine TNF-α und IL-1. Ihre Ausschüttung 
(respiratory burst) zieht die Freisetzung sekundärer Zytokine (IL-6, -8, -10) und Mediatoren 
nach sich, die mit ihren vielseitigen, teils synergistischen, teils antagonistischen Effekten die 
inflammatorische Antwort modulieren (RIEDEMANN, 2003).  
Während früher die Wirkungen eingedrungener Mikroorganismen als Hauptursache der 
systemischen Entzündungsreaktion galten, wird heute die inadäquate Reaktion des 
unspezifischen Immunsystems als wichtiger pathogenetischer Faktor angesehen 




















Die physiologische Antwort auf eine Infektion besteht zunächst in der Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine. Durch negative Rückkopplung kommt es im Verlauf zur 
Umschaltung auf antiinflammatorische Zytokine (IL-10, TGF, IL-4, IL-13). Dies begrenzt 
das Ausmaß der Entzündung (Kontrollbereich) und ermöglicht regenerative Prozesse. 
Liegt eine Sepsis vor, kann das sinnvolle Reaktionsniveau jedoch überschritten werden: die 
generalisierte Entzündungsreaktion während der hyperinflammatorischen Frühphase kann 
dann zu fulminantem Organversagen führen. Die kompensatorische Rückkopplung ist 
ebenfalls übersteuert und leitet eine hyporeaktive Sekundärphase (Immunparalyse) ein, die 
wiederum die Ausbreitung der Infektion ermöglicht bzw. neuen Infektionen Vorschub 
leistet (BONE, 1996; BOCHUD, 2003; RIEDEMANN, 2003; OBERHOLZER, 2001). 
Man spricht daher von einer bipolaren Störung des unspezifischen Immunsystems 
(Abbildung 1).  
 
2.4.2  Weitere pathogenetische Grundlagen 
 
Eine Modulation der Wirtsantwort mit erhöhtem Risiko an schwerer Sepsis zu erkranken 
wird auch bei bestimmten genetischen Defekten, wie dem TNF-α-Polymorphismus 308 
G/A beobachtet (SIPAHI, 2006). Bereits 1988 zeigte SORENSEN, dass das relative Risiko 
eines leiblichen Kindes, an einer Infektion zu versterben, um den Faktor 5,8 erhöht war, 
wenn der Tod eines Elternteils vor dem 50. Lebensjahr durch Sepsis eintrat (SORENSEN, 
1988). Einen Beitrag hierzu könnte die individuelle Antwort des Organismus auf Stress 
















Abbildung 1: Hypothetischer zeitlicher Verlauf der Immunreaktion bei Sepsis 
modifiziert aus “Intensivtherapie bei Sepsis und Multiorganversagen” WERDAN und 
SCHUSTER,  Springer-Verlag, 3. Auflage 
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Vasopressin beobachtet, die die Prognose des Krankheitsbildes negativ beeinflusst 
(BERGHE, 2001; PATEL, 2002; KLINZING, 2003; VANHOREBEEK, 2005).  
Das veränderte Zusammenspiel sezernierter Zytokine, Mediatoren und Hormone 
beeinflusst neben den primär defensiven Kaskadensystemen (Gerinnungs-, Fibrinolyse-, 
Komplement- und Kallikrein/Kinin-System) auch die Integrität der Endorgane, wie Lunge, 
Niere, Herz oder dem Hepatosplanchnikusgebiet (BERNARD, 2001).  
Hervorzuheben sind hierbei die Mediator-induzierten Mikrozirkulationsstörungen. So 
kommt es bei septischen Patienten zur Aktivierung der plasmatischen Gerinnung mit 
Bildung obstruktiver Fibrinthromben durch gesteigerte Expression des tissue factors 
(CREASEY, 2001). Aggravierend kommt es zur weiteren Verlegung der Strombahn mit 
aktivierten Leukozyten, die über verstärkt exprimierte Adhäsionsmoleküle (ICAM-1, P-
Selektin) am Endothel festgehalten werden (ESMON, 2004).  
Auch die gesteigerte Synthese stressinduzierbarer vasoaktiver Substanzen, wie 
Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenstoffmonoxid (CO) und Endothelin-1 (ET-1) ist an der 
Genese der Distributionsstörung beteiligt (BAUER, 1997; RENSING, 1999, 2001, 2002; 
BATEMANN, 2003). Eine gestörte Sauerstoffaufnahme (septisches Lungenversagen) und 
-utilisation auf mitochondrialer Ebene kann die nutritive Versorgung im Rahmen der 
Sepsis zusätzlich gefährden (COBB, 2000; FINK, 2001; PAXIAN, 2003). Die resultierende 
Hypoxie kann insbesondere in vulnerablen Gebieten, wie den Zottenspitzen des Darmes, 
zum Zelluntergang führen. Dies begünstigt wiederum den Eintritt von PAMPs in den 
Organismus, ein als Translokation bezeichneter Vorgang (MEIER-HELLMANN, 1997; 
LICHTMANN, 2001). Definitionsgemäß versteht man hierunter den Übertritt 
vitaler/abgetöteter Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukte aus dem Darm oder 
der Lunge in Blut- und Lymphsystem. Die eingedrungenen PAMPs aktivieren Zellen des 
angeborenen Immunsystems und setzten einen Circulus vitiosus aus Zytokinfreisetzung und 
–wirkung in Gang (WOODCOCK, 2000).  

































Auf den Beitrag der Apoptose zur Pathogenese der Sepsis und des MOV soll aus 




2.5.1  Definition und Bedeutung 
 
Der Begriff des programmierten Zelltodes (PCD), auch Apoptose genannt, ist griechischen 
Ursprungs (απόπτωσις: das Abfallen). Er beschreibt das Fallen einzelner Blätter eines 
Baumes. Gleichsam dieser Blätter können durch Apoptose einzelne Zellen aus dem 
Zellverband entfernt werden. Dies ist beispielsweise in der Embryogenese, der 
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Lymphozyten und mutierten Zellen (z.B. Tumorzellen oder virusinfizierten Zellen) von 
Bedeutung (MEIER, 2000; EVAN, 2001; REED, 2002). 
 
2.5.2  Morphologie des Zelltodes  
 
Nach Anlaufen des PCD lässt sich innerhalb weniger Minuten ein Schrumpfen des 
Zellkörpers beobachten, die Zellkontakte lösen sich (Anoikis) (LEIST, 2001). Der Verlust 
der Membranstabilität führt zunächst zu bläschenförmigen Ausstülpungen der 
Zellmembran (Zeiose), die schließlich in der Bildung apoptotischer Körperchen resultiert 
(KERR, 1974). Typisches Merkmal der Apoptose ist die Chromatinkondensation und die 
Degradation der DNA durch Endonukleasen (WYLLIE et al., 1980). Während die 
intrazellulären Proteine enzymatisch, hauptsächlich durch Caspasen (cysteinyl aspartate-
specific proteinases), abgebaut werden, kommt es an der Zelloberfläche zum Erscheinen 
von Phosphatidylserin. Das Lipid wird durch benachbarte Zellen oder Makrophagen 
erkannt und regt diese zur Phagozytose an (FADOK et al., 1992). Während des gesamten 
Vorgangs bleiben intrazytoplasmatische Substanzen kompartimentalisiert, weshalb die 
Apoptose nicht von einer Entzündungsreaktion begleitet wird. In neuerer Zeit gibt es 
allerdings Hinweise darauf, dass Makrophagen bei der Beseitigung apoptotischer Zellen zur 
Sekretion immunsupprimierender Botenstoffe stimuliert werden, was eine nachteilige 
Immunparalyse mit Ausbreitung der zugrundeliegenden Infektion zur Folge hätte 
(WESCHE, 2005).  
In der Literatur wird der Apoptose die Nekrose (óς: tot, abgestorben) 
gegenübergestellt. Diese Form des Zelltodes tritt ein, wenn die Schädigung zu groß oder 
die Energieversorgung der Zelle nicht ausreichend ist. Nekrotische Zellen nehmen, bevor 
es zur Lyse kommt, zunächst an Volumen zu (Oncose), da durch den Ausfall 
energieabhängiger Ionenpumpen (Na+/K+-ATPase) Ionen und Wasser in die Zelle 
einströmen. Das Freiwerden zytosolischer Bestandteile, die hochreaktive Enzyme und 
Sauerstoffradikale enthalten, zieht regelmäßig entzündliche und immunologische 
Reaktionen nach sich. Dabei kann es auch zur Schädigung von Nachbarzellen kommen 
(LEIST, 2001). Abbildung 3 verdeutlicht wesentliche Unterschiede der beiden 
Zelltodformen. 
Neben den morphologischen Mischformen, wie Apoptose- und Nekrose-ähnlichem 
Zelltod (DAUGAS, 2000; MATE, 2002), existiert eine dritte eigenständige Form, die 
Autophagozytose (auto: selbst, phagein: fressen). Ursprünglich dient sie der Überbrückung 
von Hungerphasen und der Elimination von geschädigten Zellorganellen. In Abhängigkeit 
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von ihrem Ausmaß kann sie auch als Zelltod in Erscheinung treten (LEVINE & 


















































































Abbildung 3:  Zwei Arten des Zelltodes – morphologischen Unterschiede zwischen 
Apoptose und Nekrose. 
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2.5.3  Auslöser des programmierten Zelltodes  
 
Prinzipiell kann das Signal zur Einleitung der Apoptose von außerhalb (extrinsischer Weg) 
oder vom Inneren der Zelle (intrinsischer Weg) ausgehen. Extrinsische Signale umfassen 
beispielsweise die Aktivatoren von „Todesrezeptoren“, Chemotherapeutika und der 
Entzug von Wachstumsfaktoren. Zu den Auslösern der intrinsisch initiierten Apoptose 
zählen DNA-Schäden, reaktive Sauerstoffradikale, Stickstoffmonoxid und die 
Überexpression bestimmter Tumorsuppressorgene (KRAMMER, 1999). Ob eine Zelle 
letztlich apoptotisch wird, hängt dabei zusätzlich vom Differenzierungsgrad, der 
Zellzyklusphase und der Genaktivierung ab. Zwischen Rezeptor-, Mitochondrien-, 
Lysosomen- und ER-vermittelten Zelltodmechanismen bestehen weitreichende 
Verbindungen. Hierdurch wird eine Verstärkung des initialen Signals auf die ganze Zelle 
erreicht (HOLLER et al., 2000; BRUNK, 2001). Im folgenden Abschnitt soll auf 
wesentliche Charakteristika der einzelnen Wege kurz eingegangen werden. Abbildung 9  auf 
Seite 23 gibt einen vereinfachten Überblick über die in dieser Arbeit untersuchten 
Signalwege. 
 
2.5.4 Intrinsischer Weg der Apoptose 
 
 2.5.4.1 Mitochondrial-initiierte Apoptose 
 
Durch Oxidation verschiedener Nährstoffe gewinnen Mitochondrien die Energie für alle 
lebensnotwendigen Prozesse der Zelle. Im Rahmen der Apoptose sind sie eng mit dem 
extrinsischen Weg vernetzt, aber auch ein Ausgangspunkt des intrinsischen Pfades. 
Äußere und innere Mitochondrienmembran begrenzen den Intermembranraum, der 
verschiedene Stoffe beherbergt, von denen Cytochrom c der bekannteste Vertreter ist. 
Neben der Funktion als Atmungskettenenzym kommt ihm eine besondere Bedeutung als 
Effektormolekül der Apoptose zu. 
Als Kernstück der mitochondrial initiierten Apoptose gilt die Permeabilisierung der 
äußeren mitochondrialen Membran. Dieser Vorgang wird als MOMP (mitochondrial outer 
membrane permeabilization) bezeichnet und führt zum Ausströmen intermembranös 
lokalisierter Stoffe ins Zytoplasma. Nach derzeitiger Datenlage sind im Wesentlichen 
Porenkomplexe aus proapoptotischen Multidomänenproteinen der Bcl-2-Familie für diese 
Durchlässigkeit verantwortlich (siehe Abschnitt 2.5.7) (KAUFMANN & HENGARTER, 
2001; DANIAL 2004; HÄCKER, 2007). Tabelle 2 gibt einen Überblick über die durch 
MOMP liberierten Moleküle und den Mechanismus, über welchen sie zum Zelltod 
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beitragen. Gelangt Cytochrom c ins Zytosol, induziert es die Oligomerisierung des 
Adapterproteins Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). Nun wird Procaspase-9 an 
den entstehenden Apaf-1-Komplex rekrutiert - es entsteht das Apoptosom, ein 
hochmolekularer Komplex von ca. 700 kDa Molekulargewicht (CAIN et al., 2002). 
Procaspase-9 wird dabei ATP-abhängig autoproteolytisch aktiviert und kann nachfolgend 
die Caspasen-Kaskade in Gang setzen.  
Einer der wichtigsten Auslöser von MOMP sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS). 
Mitochondrien selbst sind die Hauptquelle dieser hochreaktiven Stoffe (O2
-, H2O2, OH
-). 
ROS entstehen hier im Zuge der oxidativen Phosphorylierung und reagieren in einer Art 
Kettenreaktion mit wichtigen Zellbausteinen. Die dadurch eingeschränkte 
Membranfluidität führt zur Reduktion lebensnotwendiger biologischer Prozesse. Einen 























































Calcium  Oxidativer Stress 
Freisetzung von Cytochrom c, AIF, 
Smac/DIABLO, Endonuclease G, Omi/HtrA2 
Apoptose-ähnlicher 
Zelltod 
Apoptose Nekrose-ähnlicher Zelltod 
Abbildung 4: Induktoren der Mitochondrialen-Außenmembran-Permeabilisierung 
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Zum Schutz der Zelle unterliegt der Zelltod einer strengen Regulation und so existieren 
komplexe Sicherheitsmechanismen und Rückkopplungsschleifen. Beispielsweise kann das 
Apoptosom durch inhibitorische Proteine im Zytoplasma, die inhibitor of apoptosis proteins, 
(IAPs) gehemmt und so die Apoptose verhindert werden (SALVESEN, 2002). Durch 
MOMP gelangen jedoch auch Neutralisatoren der IAPs ins Zytoplasma, die wiederum eine 
Hemmung des Apoptosoms verhindern (Tabelle 2).  
 
Molekül Funktion 
Cytochrom c -Aktivierung von Procaspase 3 durch Bildung des Apoptosoms (Cytochrom 
c/Apaf-1/Caspase-9) 
 
Smac/DIABLO -Neutralisierung hemmender Effekte der IAPs  Caspasenaktivierung 
Omi/HtrA2 -Neutralisierung hemmender Effekte der IAPs  Caspasenaktivierung 
AIF -Aktivierung von Procaspase 3  Aktivierung weiterer Caspasen 
 -AIF transloziert in den Zellkern  über einen noch unbekannten 
Mechanismus kommt es zur Chromatinfragmentation in 50 Basenpaar-lange 
Bruchstücke 
 






 2.5.4.2 Lysosomal-initiierte Apoptose 
 
Die abgeschnürten Vesikel des GOLGI-Apparates (Lysosomen) verfügen über eine Vielfalt 
verschiedenster Enzyme, die essentielle Aufgaben in Apoptose, Autophagozytose und 
Infektabwehr erfüllen. Eine bedeutende Gruppe sind die Cathepsine. Interessanterweise 
teilen sie sich mit den Caspasen eine Vielzahl Zelltod-assoziierter Substrate, wie die 
Caspasen selbst, Bid und zytosolische Phospholipase A2 (STOKA, 2001).  
In Antwort auf verschiedene Stimuli, die in Abbildung 5 dargestellt sind, translozieren die 
Enzyme bei intakter Ultrastruktur ins Zytosol (BRUNK, 2001). Dieser Prozess wird 
äquivalent der mitochondrialen Porenformation als lysosomal-membran permeabilization 
(LMP) bezeichnet und gilt als Kern der lysosomal-initiierten Apoptose. 
Die dabei liberierten Cathepsine, insbesondere das Cathepsin D, aktivieren 
proapoptotische Proteine, die die Verbindung zur mitochondrialen Apoptose darstellen 
(ROBERG, 2001; BIDERE, 2003). 
 
 
Tabelle 2: Apoptogene Faktoren, die durch MOMP aus dem Intermembranraum 
freiwerden und deren Wirkungsweise. (SUSIN et al., 1999; CAIN, 2000; LI, 2001; GREEN & 
KROEMER, 2004). 
 





























 2.5.4.3 ER-Stress-initiierte Apoptose  
 
Synthese und Faltung sekretorischer, membranständiger, aber auch mitochondrialer 
Proteine sind wesentliche Funktionen des endoplasmatischen Retikulums (ER). Für eine 
optimale Proteinfaltung werden hohe Ansprüche an das Zellmilieu gestellt. Hierzu zählen 
ausreichende ATP-Reserven, Ca++ und eine Oxidations-fördernde Umgebung, die zur 
Formation der Disulfidbrücken benötigt wird (GAUT & HENDERSHOT, 1993). Als 
Konsequenz auf die hohen Anforderungen ist das ER besonders empfindlich gegenüber 








































Calcium  Oxidativer Stress 
Freisetzung von Cathepsinen 














Abbildung 5: Induktoren der lysosomalen Membran-Permeabilisierung (LMP) und 
Konsequenzen. (modifiziert nach KROEMER & JÄÄTTELÄ, 2005) (BRUNK, 2001; YUAN et 
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genannten Faktoren reduzieren die Kapazität des ER, Proteine zu falten, dies resultiert in 
einer Akkumulation ungefalteter Proteine. Der vorliegende Zustand wird als ER-Stress 
bezeichnet und kann bei unterschiedlichsten Krankheitsbildern beobachtet werden. 
Die Einleitung spezifischer Signalwege, die zusammengefasst als unfolded protein response 
bezeichnet werden, verfolgt zunächst das Ziel, den Stressor zu reduzieren und das 
Überleben der Zelle zu sichern (SCHRODER & KAUFMAN, 2005). Gelingt dies nicht, 
kommt es zur Einleitung des PCD. Auf molekularer Ebene bewirkt der unabwendbare ER-
Stress eine Aktivierung der c-Jun N-terminal kinase (cJNK) (URANO, 2000) und die 
Induktion des CHOP-Gens (OYADOMARI, 2004). Beide verhindern die antiapoptotische 
Wirkung der Bcl-2-Proteine (BRECKENRIDGE, 2002; SCORRANO, 2003; BASSIK, 
2004). Caspase 12, die als Schlüssel-Mediator der ER-induzierten Apoptose gilt, konnte 
bislang nur bei Nagetieren gefunden werden (SZEGEZDI, 2003). Das Gen, das für das 
gleichartige humane Enzym codiert, ist während der Evolution durch Mutationen 
verstummt.  
 
2.5.5 Extrinsischer Weg / Rezeptor-vermittelte Apoptose   
 
Dieser Pfad wird durch Ligandenbindung an membranständige Todesrezeptoren 
eingeleitet. Todesrezeptoren, eine Subfamilie der TNF-SF, sind durch eine Cystein-reiche 
extrazelluläre Domäne und die zytoplasmatische Todesdomäne, die die Transduktion des 
Apoptosesignals ermöglicht, charakterisiert (ASHKENAZI, 2002). Eine Auswahl der 
wichtigsten Mitglieder ist in Tabelle 3, ihr struktureller Aufbau in Abbildung 6 dargestellt.  
Als Liganden kommen TNF-α, Fas Ligand (FasL), TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL) und andere Zytokine infrage. Interaktion des Rezeptors mit membranständigen 
oder löslichen Liganden (z.B. FasL) führt zur Cluster-Bildung und zur Assoziation der 
zytoplasmatischen Todesdomäne (DD = death domain) des Rezeptors mit im Zytoplasma 
befindlichen Adapterproteinen, die ebenfalls eine Todesdomäne besitzen (z.B. FADD 
(Fas-associated death domain protein). Der Komplex aus Rezeptor und Adapterproteinen 
wird als „death inducing signaling complex“ (DISC) bezeichnet. Schließlich kommt es zur 
Rekrutierung von Procaspase 8, die durch die hohe lokale Konzentration autokatalytisch 
aktiviert wird und durch Katalyse anderer Procaspasen die Caspasen-Kaskade anstößt 
(BORGERSON et al., 1999). Ein Substrat der Caspase 8 ist das proapoptotische Bid, das 
in seine aktive Form, tBid (truncated Bid) überführt wird. tBid scheint u.a. an der Initiierung 
der MOMP beteiligt zu sein und könnte auf diesem Weg in einer mitochondrialen 
Amplifikationschleife zur Verstärkung des apoptotischen Signals führen (CORY & 
2.        Einleitung 
 16 
ADAMS, 2002, DANIAL, 2004). Zusammenfassend sind die Apoptosepfade in Abbildung 
9 Seite 23 dargestellt. 
 
Rezeptor Synonyme  Liganden 
TNF-R1 DR1 - TNF-α, LT-α 
Fas DR2 CD95, APO-1 FasL 
- DR3 -          APO-2 TL1, VEGI 
TRAIL-R1 DR4 - TRAIL 









2.5.6 Gemeinsame Endstrecke – die Caspasen-Kaskade 
 
Die 14 vom menschlichen Genom codierten Caspasen sind nicht nur als Vollstrecker der 
Apoptose wirksam. Einige sind z.B. in die Prozessierung von Zytokinen oder in 
Differenzierungsvorgänge involviert, sodass die Caspasenaktivierung nicht mit dem Eintritt 
des PCD gleichzusetzen ist (LEIST & JÄÄTTELÄ, 2001). Caspasen (cysteinyl aspartate-
specific proteinases) liegen in der Zelle zunächst in Form inaktiver Procaspasen, die aus 
einer Prodomäne und zwei Untereinheiten bestehen, vor. Die Aktivierung bedarf zweier 
Schritte, die in Abbildung 7 zur Darstellung kommen. 
TRAIL-R1 
 
Abbildung 6:  Auswahl einiger Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie. 
Blaue Ellipsen stellen die Cystein-reichen extrazellulären Subdomänen der Rezeptoren dar, die 
Todesdomäne wird als rotes Rechteck gezeigt. Einige Rezeptoren wurden von mehreren 
Forschungsgruppen identifiziert und tragen deshalb mehrere Namen. Abkürzung: OPG-
Osteoprotegrin 
 
Tabelle 3: Übersicht über eine Auswahl wichtiger Rezeptoren mit Todesdomäne 
Abkürzungen: TNF-R1 – Tumor-Nekrose Faktor-Rezeptor 1, LT-α – Lymphotoxin α,  
TRAIL-R –TRAIL-Rezeptor, DR – death receptor, TL1 – TNF-like factor, VEGI – vascular 












2.        Einleitung 
 17 
 
Abbildung 7:  Caspasenaktivierung 
 
Die Aktivierung der Caspasen geschieht in zwei 
Schritten: zunächst erfolgt die Trennung 
zwischen den beiden Untereinheiten, 







Die Aktivierung kann sowohl durch Proteolyse als auch durch Interaktion mit 
allosterischen Aktivatoren erfolgen. Zu diesen zählen z.B. das PIDDosom, DISC 
(KRAMMER, 2000) und das Apoptosom (JIANG, 2004). Der Polyproteinkomplex 
PIDDosom überführt Procaspase 2 nach DNA-Schäden in Caspase 2 (TINEL, 2004).  
Mit der Aktivierung der Caspasen-Kaskade wird eine lawinenartige Verstärkung des 
initialen Signals erreicht. Die am Ende der Kaskade stehenden Effektorcaspasen spalten 
Kernmatrix, Zellgerüst und aktivieren Endonukleasen. Substrate sind auch Mitglieder der 
Bcl-2-Familie, die durch Caspasen eine proteolytische Reifung erfahren (KROEMER, 




Bcl-Proteine (B-cell-lymphoma/B-cell lymphocytic-leukaemia proto-oncogene 2) sind wichtige 
Apoptoseregulatoren (REED, 1997). Entsprechend ihrer Homologien innerhalb den BH-
Domänen (BH = Bcl-2-Homologie) werden sie in 3 Gruppen unterteilt, die in Tabelle 4 
gezeigt sind (ANTONSSON & MARTINOU, 2000): 
 
 Wirkung Sequenzhomologien in Mitglieder Literatur 
1 antiapototisch BH1, BH2, BH3, BH4 Bcl-2, BclXL CORY & ADAMS, 2002 
2 proapoptotisch BH1, BH2, BH3. Bax, Bak SAX, 2002 





Die antiapoptotischen Familienmitglieder unterdrücken die Apoptose-induzierte Bildung 
von ROS, Veränderungen der Ca++-Homöostase, den Verlust des mitochondrialen 
Prodomäne p20 p10 
Spaltung durch 
andere Caspase 
 Inaktive Procaspase 
  Autoproteolyse 
  Aktive Caspase (p20/p10)2 
  Tetramer 
Tabelle 4: Die Bcl-2-Proteinfamilie. 
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Membranpotentials und die Freisetzung von Cytochrom c. Die proapoptotischen 
Familienmitglieder wirken diesem entgegen. Aus Strukturuntersuchungen ist bekannt, dass 
einige Familienmitglieder, ähnlich bakteriellen Toxinen, in der Lage sind, Poren zu bilden. 
Möglicherweise können sie auf diese Weise die Permeabilität der äußeren 
Mitochondrienmembran regulieren. Erwähnenswert ist auch die besondere Bedeutung der 
Überexpression des antiapoptotischen Bcl-2, die in vielen Modellen mit einem 
Überlebensvorteil durch Verhinderung der Apoptose einhergeht  (HOTCHKISS, 1999 c;  
MCCULLOUGH, 2001; COOPERSMITH, 2002). 
 
2.5.8  Bedeutung der Apoptose in Sepsis, MODS und MOV 
 
Noch ist nicht vollständig geklärt, ob dysregulierte Apoptose direkte Ursache des MODS 
ist oder ein Epiphänomen der Organdysfunktion darstellt. Als gesichert gilt jedoch, dass 
der PCD und der damit einhergehende Verlust funktionellen Gewebes maßgeblich zur 
schlechten Gesamtsituation der betroffenen Patienten beiträgt (WICHTERMAN, 1980; 
AYALA, 1998; HOTCHKISS, 1999a; CHUNG, 2001a+b; 2003;). Im Rahmen der Sepsis 
sind verschiedene Zellarten, die in Tabelle 5 dargestellt sind, von Apoptose betroffen.  
 








LE TULZO, 2002 








Lungenepithelien Alveolarkollaps durch 
Surfactantmangel, Hypoxie 





Eine Sonderstellung nehmen neutrophile Granulozyten ein. Sie unterliegen im Gegensatz 
zu anderen Zellpopulationen einer reduzierten Apoptoserate, die mit dem Schweregrad der 
Sepsis korreliert (MATUTE-BELLO, 1997; FETEROWSKI, 2001; TANEJA, 2004). Die 
prolongierte Überlebenszeit beruht auf den Wirkungen inflammatorischer Mediatoren 
humanen und mikrobiellen Ursprungs (SAVILL, 1997) sowie gesteigerter Transkription 
NFĸB-abhängiger anti-apoptotischer Eiweiße (KUPFNER, 2001). Die gesteigerte 
Neutrophilenaktivierung ist mit einer augmentierten respiratory-burst-Aktivität 
Tabelle 5: Zellpopulationen, die im Rahmen einer Sepsis von Apoptose betroffen sind und 
Konsequenzen des Zellverlustes. 
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vergesellschaftet, sodass reaktive Sauerstoffspezies schwere Gewebsschäden in Leber (HO, 
1996), Niere (HEINZELMANN, 1999), Lunge (SERRAO, 2001) und Darm (KUBES, 
1992) mit verursachen. Abbildung 8 zeigt am Beispiel der Lymphozytenapoptose Auslöser 




























Phagozytose  der apoptotischen 
Zellen durch Makrophagen, die 
daraufhin antiinflammatorische 
Mediatoren freisetzen und die 
IFN--Sekretion vermindern 








Immunparalyse, Ausbreitung einer 




Eisentherapie zur Behandlung 
einer Sepsis-assoziierten 
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Todesrezeptorliganden 




werden sekundär nekrotisch  
Gewebeschädigung  
Abbildung 8:  Übersicht über Auslöser und Folgen der Lymphozytenapoptose. 
   
 









Abbildung 9: Extrinsische und intrinsische/mitochondriale 
Apoptosesignalkaskade (vereinfachte Darstellung) links oben: Bildung des DISC 
als Startpunkt des extrinsischen Apoptosepfades; rechts oben: Neutralisierung des 
proapoptotisch wirksamen sFasL; rechts unten: Mitochondrium als Startpunkt des 
intrinsischen Apoptosepfades, links unten: Zusammenlaufen beider Wege 
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Fas ist ein Zelloberflächenrezeptor, der nach Bindung seines Liganden, Fas Ligand, 
Apoptosesignale transduziert (NAGATA, 1994, 1995).  Die Synthese des 48 kDa schweren 
Glykoproteins erfolgt an den Ribosomen des rauen ER (KRAMMER, 2000a). In 
sekretorische Vesikel verpackt, kann es als Antwort auf bestimmte Stimuli binnen kurzer 
Zeit zur Zelloberfläche transportiert werden (BENNETT, 1998). Fas wird dort zunächst 
als Monomer verankert. Erst durch Bindung von FasL kommt es zur Trimerisierung, d.h. 
zur Verbindung drei monomerer Fas-Moleküle zu einem Rezeptorkomplex. Die 
intrazellulären Domänen bilden dabei eine Todesdomäne aus, an die weitere 
Adaptermoleküle andocken.  
Die Expression von Fas auf der Oberfläche macht Zellen in Abhängigkeit von weiteren 
Faktoren empfänglich gegenüber FasL-induzierter Apoptose. Der Rezeptor wird in 
besonders hohem Maße auf Lymphozyten und auf malignen Lymphomzellen exprimiert, in 
geringerer Ausprägung auch auf Zellen von Leber, Herz, Nieren, Ovarien, auf intestinalem 
und vaskulärem Endothel (WATANABE-FUKUNAGA, 1992; NAGATA, 1997; 
KRAMMER, 1999). Auch Virus-infizierte Zellen zeigen hohe Fas-Expression. Dies dient 
ihrer Eliminierung zum Schutz benachbarter Zellen. 
sFas stellt die lösliche (soluble) Form von Fas dar und geht durch alternatives Spleißen aus 
der mRNA für Fas hervor. Es entstehen Proteine, die Deletionen in der Membran-
durchspannenden Domäne aufweisen (CHENG et al., 1994). Bislang wurden 5 
verschiedene mRNAs beschrieben. Die zugehörigen Proteine waren in der Lage, FasL–
induzierte Apoptose durch Komplexierung von FasL zu verhindern (CHENG et al., 1994) 
 
2.6.2 FasLigand (FasL, Apo1L), mFasL, sFasL  
 
Der physiologische Agonist von Fas, FasL, wird ebenfalls in Form eines trimeren 
Rezeptorkomplexes exprimiert. Aktivierte T-Lymphozyten sind durch Präsentation von 
FasL auf ihrer Oberfläche in der Lage, Fas-Rezeptor-präsentierende Zellen zu eliminieren. 
Dies stellt einen wichtigen Mechanismus zur Regulierung des Immunsystems dar 
(KRAMMER 2000, ROTH, 2004a).  
Der FasL-Serumspiegel kritisch Kranker gilt als prediktiver Marker der Mortalität 
(PAPATHANASSOGLOU, 2001). Die Membran-gebundene Form (mFasL) ist 
hauptsächlich auf aktivierten T-Lymphozyten, Dünndarm- und Lungenzellen nachweisbar. 
Dort werden durch Matrix-Metalloproteinasen 28 kDa grosse Bruchstücke (sFasL) aus dem 
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Molekül freigesetzt (KAYAGAKI, 1995; POWELL, 1999). Dieser Prozess wird als 
shedding bezeichnet. Matrix-Metalloproteinasen können durch virale Infektion aktiviert 
werden und somit zur gesteigerten Bildung von sFasL beitragen (IWAI, 1994). Dem 
entsprechend sind erhöhte sFasL-Werte unter anderem mit viraler Infektion assoziiert 
(DOUGHTY, 2002). sFasL wirkt in Dosen, die keine Apoptose auslösen, chemotaktisch 
auf Neutrophile und ist somit als proinflammatorischer Mediator einzustufen 
(OTTONELLO, 1999). In höheren Konzentrationen verstärkt sFasL, insbesondere im 
Rahmen der Inflammation, proapoptotische Prozesse (OSHIMI, 1996).  
 
2.6.3 TRAIL (Apo2L) 
 
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) ist ein 281-Aminosäuren-umfassendes 
Transmembranprotein, das unter anderem auf Zellen von Lunge, Leber, Herz, Niere und 
Immunzellen exprimiert wird (SMYTH, 2003). Die lösliche Form entsteht nach 
intrazellulärer Prozessierung des Moleküls durch Proteasen. Verpackt und gespeichert in 
sekretorischen Vesikeln werden sie nach Freisetzung im Serum messbar (LIABAKK, 
2002). Signifikante TRAIL-Mengen werden als Antwort auf einen IFN-α-Reiz aus 
zirkulierenden Monozyten und Neutrophilen freigesetzt (KAPLAN, 2000; TECCIO, 
2004). Sowohl membrangebundenes, als auch lösliches TRAIL, sind in der Lage, den 
programmierten Zelltod in humanen Tumorzelllinien und anderen sensitiven Zellen 
auszulösen (BAETU, 2002; TECCIO, 2004). Bislang sind 5 Rezeptoren bekannt, von 
denen nur TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Apoptosesignale transduzieren. Zwei weitere 
zellgebundene (TRAIL-R3, TRAIL-R4), sowie ein löslicher Rezeptor, der als 
Osteoprotegrin (OPG) bezeichnet wird, wurden beschrieben. Letztere werden auch als 
Scheinrezeptoren (DcR für decoy receptor) bezeichnet (Tabelle 6).  
 
Rezeptor Synonyme Funktion Literatur 





PAN, 1997b; WU, 1997 
TRAIL-R3 TRID 
DcR1 




-Regulator von TRAIL-R2 
 
DEGLI-ESPOSTI, 1997; PAN, 1998, 
CLANCY, 2005 
OPG  -Scheinrezeptor 
-Arteriosklerose ? 
-sichert das Überleben von 
Tumorzellen 
EMERY, 1998;  
NEVILLE-WEBBE, 2004 
 
Tabelle 6: TRAIL-Rezeptoren und ihre Wirkungsweise. 
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Über die Bedeutung von TRAIL im Rahmen der Sepsis existiert bislang wenig Literatur. 
Bekannt sind immunregulatorische Eigenschaften des Moleküls, wie die Auslese 
seneszenter Zellen des Granulozytenpools oder Begrenzung der lymphozytären Expansion 
(LUM, 2005; JANSSEN, 2005).  
 
2.6.4 Cytochrom c  
 
Bereits im Kapitel 2.5.4.1 wurde auf einige wichtige Funktionen des Cytochrom im 
Rahmen der oxidativen Phosphorylierung und der Apoptose eingegangen.  
Untersuchungen der Cytochrom c-Serumspiegel durch ADACHI ergaben eine Zunahme 
der Konzentration mit graduellen Anstieg in Abhängigkeit vom Schweregrad einer Sepsis. 
Auch Patienten mit SIRS zeigten erhöhte Werte. Mithilfe des Serumspiegels scheint laut 
Ergebnissen der Studie darüber hinaus eine prognostische Aussage bezüglich des 
Überlebens möglich. Ebenfalls korreliert Cytochrom c mit der Schwere des MODS, 
quantifizierbar anhand der Organdysfunktionsscores APACHE II und MOF-Score 
(ADACHI et al., 2004). BEN-ARI zeigte eine Korrelation des Cytochrom-c-Spiegels mit 
einigen Lebererkrankungen und dem Apoptoseindex von Hepatozyten (BEN-ARI, 2003).  
  
2.6.5 M30 (Ck18Asp396) 
 
Nach Aktivierung der Caspasen-Kaskade kommt es zum enzymatischen Abbau der DNA 
und des Zellgerüstes. Ein Gerüstbaustein epithelialer Zellen ist das Cytokeratin 18, das im 
Zuge der Apoptose am Aspartatsäurerest 396 durch die Caspasen 3, 7 und 9 gespalten wird 
(LEERS, 1999). Das dabei entstehende Ck18Asp396 wird als M30 bezeichnet, ein Neo-
Epitop, das in einer frühen Phase der Apoptose, zeitlich noch vor der DNA-
Fragmentation,  an der Zelloberfläche präsentiert wird.  
M30 ist weder auf überlebensfähigen geschädigten, noch auf nekrotischen Zellen 
nachweisbar. Damit zeichnet sich das Neoepitop als ein hochspezifischer Marker für 
Apoptose epithelialer Zellen aus. Darüber hinaus korreliert seine Ausprägung mit dem 
TUNEL-Apoptoseindex (LEERS, 1999; CHIU, 2001). 
Signifikant erhöhte Serumspiegel von M30 lassen sich bei Septikern nachweisen. Auch 
Trauma-Patienten zeigen im Vergleich zu Gesunden hohe M30-Werte, die mit der 
Mortalität dieser Gruppe korrelieren (ROTH, 2004a). Die Apoptose gastrointestinaler 
Epithelien wird hierbei als ein tragender Pathomechanismus angesehen (HOTCHKISS, 
1999a; 2000). In einem murinen Ischämie-Reperfusionsmodell ließ sich M30 auch auf 
Hepatozyten nachweisen (PAXIAN et al., 2003).  
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3.  Ziele der Arbeit/Fragestellung 
 
Die Bedeutung der veränderten Apoptose in der Pathogenese der Sepsis und des 
Multiorganversagens nimmt einen zunehmenden Stellenwert auf dem Gebiet der 
Intensivmedizin ein. Genaue Kenntnisse über die molekularen Zusammenhänge und die 
Relevanz des Zelltodes unter diesen Bedingungen, bilden unabdingbare Voraussetzung zur 
Entwicklung effektiver Therapieoptionen.  
Während der Beitrag der Apoptose zur dysregulierten Immunantwort bei Schock und 
Sepsis als gesichert gilt (MARSIK, 2003), wird ihre Bedeutung im Rahmen des 
Organversagens bislang kontrovers beurteilt (OBERHOLZER, 2001; DE FREITAS, 
2004). Die Prognose des Patienten mit etabliertem MOV ist trotz prinzipiell beherrschbarer 
Einzelorganversagen noch immer schlecht und erfordert bei mehrtägigem Organersatz 
erhebliche finanzielle und personelle Ressourcen. Die Möglichkeit, anhand einfach zu 
bestimmender Blutparameter, die Tragweite Sepsis-induzierter Apoptose und die Prognose 
kritisch Kranker hinsichtlich Überleben und Organfunktion abzuschätzen, könnte bei 
wenig invasiver, zeitnaher Diagnostik durch die Möglichkeit frühzeitig spezifische 
Therapiemaßnahmen einzuleiten, das Outcome verbessern und Grundlage für neue 
Therapieansätze sein. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden sTRAIL, sFas, sFasL, die über den Rezeptor-vermittelten 
Weg in die Apoptose eingreifen, sowie Cytochrom c, als Ausdruck mitochondrialer und 
M30 als früher Marker bereits abgelaufener Apoptose im Serum von Septikern, SIRS-
Patienten und Gesunden bestimmt. 
Ein Ziel dieser Arbeit war die Prüfung eines möglichen Zusammenhangs zwischen Höhe 
des Serumspiegels der genannten Apoptosemarker sowie der Schwere des MODS/MOV 
quantifiziert anhand des Sepsis Related Organ Failure Assessment Scores (SOFA). 
Ebenfalls überprüft wurde eine mögliche Beziehung der Serumspiegel mit dem 
Schweregrad der Einschränkungen einzelner Organsysteme, verifiziert anhand der SOFA-
Subscores für Kreislaufsystem, Atmungssystem, Nierenfunktion, Gerinnungssystem, 
Leberfunktion und zerebrale Funktion (GLASGOW-Coma-Scale). 
Des Weiteren sollte die Frage geklärt werden, ob ein Marker geeignet ist, prognostische 
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4. Material und Methoden 
 




Die Studie wurde als prospektive Beobachtungsstudie an Patienten der operativen 
Intensivstation der Klinik für Anästhesie und Intensivmedizin der Friedrich-Schiller-
Universität (FSU) Jena durchgeführt.  
Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der 
FSU Jena in Übereinstimmung mit den ethischen Standards der in der Deklaration von 
Helsinki festgelegten Prinzipien genehmigt. Bei Patienten, die aufgrund ihres 
Krankheitszustandes nicht zur Einwilligung fähig waren, wurde die mutmaßliche 




Ab Januar 2001 wurden initiiert durch Professor Dr. med. K. Reinhart und Professor Dr. 
med. F.M. Brunkhorst an der Klinik für Anästhesie und Intensivmedizin der FSU Jena 
Patientendaten zur Durchführung mehrerer Studien erhoben. Dies erfolgte durch zwei 
Doktoranten und die Studienschwester, B. Korda. Anschließend wurden die auf Papier 
erhobenen Daten in eine Datenbank von Microsoft® Access 2000 (Microsoft, Seattle, USA) 
übertragen. Diese wurde in Kooperation mit Dipl. Ing. F. Rißner (EDV Abteilung der 
Klinik für Anästhesie und Intensivmedizin der FSU Jena) erstellt. Die serielle Bestimmung 
der Laborparameter, wie Bilirubin und Kreatinin erfolgte im Institut für Klinische Chemie. 
Professor Dr. med. M. Bauer initiierte 2003 unter Mitarbeit von Fr. Dr. med. G. Paxian 
eine Studie zur Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese der Sepsis. Die hierzu 
erforderliche Bestimmung von TRAIL, sFas, FasL, M30 und Cytochrom c erfolgte im 
Institut für experimentelle Anästhesie des Universitätsklinikums Jena unter Mitarbeit von 
Frau Dr. med. G. Paxian, MTA E. Walther und Doktorandin S. Köhler. Die statistischen 





Ein Patiententag umfasste die Zeit von 6:00 Uhr bis 6:00 Uhr des darauf folgenden Tages. 
An diesem Folgetag wurden, mit Hilfe des von den Intensivstationen verwendeten 
elektronischen Krankenaktensystem COPRA die Patientenparameter der zurückliegenden 
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24 Stunden analysiert. Dabei wurden die Minima / Maxima der Laborwerte und der 
physiologischen Parameter jedes Studienpatienten dokumentiert und der SOFA-Score 
berechnet. Da die meisten Patienten am ersten Beobachtungstag nicht um 6:00 Uhr auf die 
Intensivstation aufgenommen wurden, ist hier der Zeitraum zwischen Aufnahme auf die 
Intensivstation und 6:00 Uhr des Folgetages analysiert worden.  
Die Blutprobenentnahme erfolgte täglich um 6:15 Uhr im Rahmen der Routine-
blutentnahme mit einer Sarstedt® Serum-Monovette und wurde von dem Pflegepersonal 
der ITS durchgeführt. Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Proben von 
Mitarbeitern des Instituts für Klinische Chemie bearbeitet. Die Monovetten wurden bei 
1000 g 20 min bei 4°C zentrifugiert, anschließend das Serum aliquotiert und die einzelnen 
Proben bei –80°C eingefroren (Eppendorf® Tubes). Die Bestimmung der Parameter mittels 
ELISA wurde im Institut für experimentelle Anästhesie des Universitätsklinikums Jena 
durchgeführt. Hierfür wurde jeweils ein Aliquot des Patienten 1h vor Messung  aufgetaut. 
Von 3 Patienten mit fulminantem Leberversagen wurden durch entsprechend ausgebildete 
Ärzte Leberbioptate entnommen. Die Bearbeitung der Gewebeproben zu histologischen 
Präparaten erfolgte im Institut für experimentelle Anästhesie Jena. 
 
4.1.4 Datenbank-Microsoft® Access 2000 
 
Das erstellte Programm war in der Lage, eingegebene Werte auf Formatfehler oder 
unplausible Werte, die außerhalb zuvor definierter Grenzen lagen, zu überprüfen.  
Eingabefehler wie Temperatur „3,95 OC“ statt „39,5 OC“ wurden erkannt; wohingegen 
Falscheingaben wie Leukozyten „2,5 Gpt/l“ statt „25 Gpt/l“ nicht aufgedeckt werden 
konnten, da beide Angaben möglich sind. Fehler, die bei der Eingabe nicht erkannt 
wurden, wurden bei einer weiteren manuellen Überprüfung der Datenbank korrigiert. Vor 
Auswertung der Ergebnisse wurden die Daten zusätzlich auf ihre Konsistenz geprüft. 
Dabei wurde zum Beispiel kontrolliert ob die Angaben bei der ACCP/SCCM-
Klassifikationseinteilung mit den Angaben des Verlaufsbogens übereinstimmen und ob die 
Klassifizierung richtig vorgenommen wurde.  
 
4.1.5   Patienteneinschlusskriterien 
 
Alle Patienten, die innerhalb des Studienzeitraumes auf der operativen Intensivstation  
aufgenommen wurden und zusätzlich die folgend genannten Kriterien erfüllten, wurden in 
die Studie eingeschlossen: 
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 voraussichtliche Liegedauer > 48  h 
 Vorliegen der Einverständniserklärung zur Teilnahme an der Studie 
 Alter > 18 Jahre 
 Ausschluss einer Schwangerschaft 
 
Betrug die Verweildauer des Patienten auf Intensivstation entgegen der Erwartung < 48 
Stunden, wurde dieser nachträglich aus der Studie ausgeschlossen.  
Anhand des klinischen Bildes sowie der erhobenen klinischen Daten und Blutwerte wurden 
die Patienten anschließend in die Untergruppen Leberversagen, Septiker und SIRS-
Patienten aufgeteilt. Folgende Voraussetzungen mussten für die Aufnahme in die 
entsprechende Untergruppe erfüllt sein:  
 
4.1.6 Definitionen SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock 
 
Die in dieser Studie verwendeten Begriffe zur Beschreibung der Schweregrade 
inflammatorischer Reaktionen  entsprechen den Definitionen, die 1991 in der Konsensus-
Konferenz des American College of Chest Physicans / Society of Critical Care Medicine und 
der European Society of Intensive Care Medicine (BONE, 1992) empfohlen wurden. Die 
formalen Definitionen der einzelnen Krankheitsbilder sind in Tabelle 1 auf  Seite 7 dieser 
Arbeit aufgeführt.  
 
 4.1.6.1 SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) 
 
SIRS beschreibt eine generalisierte, entzündliche Abwehrreaktion unterschiedlicher, nicht-
infektiöser, Ätiologie.  
Kausal führen Krankheitsbilder wie Polytrauma, operative Eingriffe unter Verwendung 
einer Herz-Lungenmaschine oder Autoimmunerkrankungen zum klinischen Bild des SIRS. 
Die extrakorporale Zirkulation ist als klassisches SIRS-Modell anerkannt (BAUER et al., 
2005). Ein Großteil der SIRS-Patienten dieser Studie wurde im Vorfeld aufgrund einer 
Herzoperation einem solchen Verfahren unterzogen. 
 
 4.1.6.2 Sepsis 
  
Liegt einer generalisierten Entzündungsreaktion (SIRS) eine infektiöse Genese zugrunde, 
spricht man per definitionem von einer Sepsis. Die Infektion kann dabei klinisch gesichert 
sein oder als wahrscheinlich angenommen werden (beispielsweise nach operativen oder  
invasiven Maßnahmen). Ein mikrobiologischer Nachweis gilt nicht als Voraussetzung.  
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 4.1.6.3 Schwere Sepsis 
 
Bei Patienten mit Sepsis und gleichzeitigem Vorliegen mindestens einer 
infektionsbezogenen Organdysfunktion wird von schwerer Sepsis gesprochen. Die 
Organdysfunktion ist definiert als: Bewusstseinsveränderung, arterielle Hypotonie (< 90 
mmHg u./o. Katecholamingabe), Thrombozytopenie (< 100 000/μl), arterielle Hypoxämie 
(paO2/FiO2 < 250), renale Dysfunktion (Oligurie mindestens 2 Stunden) oder eine 
ungeklärte metabolische Azidose (BE <5 mmol/l oder pathologische Laktatkonzentration). 
 
 4.1.6.4 Septischer Schock 
 
Weist ein septischer Patient trotz adäquater Volumensubstitution ohne Vorhandensein von 
anderen Gründen für eine Hypotonie weiterhin ein Kreislaufversagen auf, wird dieses als 
septischer Schock bezeichnet. Definitionsgemäß ist der systolische Blutdruck unter 90 
mmHg oder zeigt einen Abfall von über 40 mmHg vom Ausgangswert. Weiteres Kriterium 
war ein Katecholaminbedarf > 0,1 μg/kg/min über mindestens eine Stunde pro Tag. 
 
 4.1.6.5 Leberversagen 
 
Die Patienten wurden dann in die Leberversagensgruppe aufgenommen, wenn Exkretions- 
und Syntheseleistung deutlich beeinträchtigt waren. Das heißt der Bilirubinspiegel 34,0 
µmol/l erreichte, beziehungsweise überschritt und die Thromboplastinzeit (Quick) 50% 
erreichte, beziehungsweise unter 50% abfiel. Unter diesen klinischen Bedingungen und 
Berücksichtung der Gesamtsituation wurde die Indikation zu einem extrakorporalen 
Detoxifikationsverfahren, der sogenannten MARS (Molecular Adsorbent Recirculating 
System) Dialysebehandlung gestellt. 
Bei diesem Leberunterstützungsverfahren handelt es sich um eine Kombination aus 
Methoden der Hämodiafiltration, Adsorption und Hämodialyse. Ziel ist die Entfernung 
toxischer Substanzen, welche im Leberversagen kumulieren. Unter anderem werden so die 
Blutspiegel von Bilirubin, Gallensäuren, Harnstoff, Ammoniak und sogar Zytokinen 
(Interleukin 6 und TNF-α) gesenkt (MITZNER, 2000). Für den Patienten kann dies eine 
Besserung von Dysfunktionen des Gehirns, der Niere, des Kreislaufs und der Leber 
bedeuten (MITZNER, 2000; BEN ABRAHAM, 2001; SCHMIDT, 2001).  
 
4.1.7 Stärke der Patientenkollektive 
 
Von den in die Datenbank aufgenommenen Patienten konnten schließlich 51 Septiker von 
denen 22 verstarben (43,1%) und 41 SIRS-Patienten von denen 7 verstarben (17,1%) zur 
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Auswertung herangezogen werden. Das durchschnittliche Alter der von Sepsis betroffenen 
Patienten betrug 62 das der SIRS-Patienten 68 Jahre (siehe Tabelle 7). Nach 
Diagnosestellung überlebten verstorbene Septiker im Mittel 20 Tage,  Patienten der SIRS-
Gruppe 9 Tage. Außerdem wurden 10 gesunde Probanden im Alter von 20-26 Jahren, 5 
männlichen, 5 weiblichen Geschlechts als Vergleichsgruppe herangezogen. 
 
 Geschlecht Anzahl davon verstorben Alter 






s männlich 31 13 41,9 61 ± 13,3 63 
weiblich 20 9 45,0 65 ± 14,3 65 




 männlich 31 3 9,6 65 ±  8,3 67 
weiblich 10 4 40,0 73 ±  7,0 78 
gesamt 41 7 17,1 67 ±  8,7 68 
 
Tabelle 7: Epidemiologische Daten des Studienkollektives. 
 
 
4.1.8 Beurteilung der Patienten mit Score-Systemen 
 
 4.1.8.1  SOFA-Score (Sepsis Related Organ Failure Assessment) 
 
Zur Einschätzung der Schwere der Organdysfunktion wurden die Patienten nach dem 1994 
entwickelten SOFA-Score der European Society of Intensive Care Medicine, der sich aus 6 
Subscores zusammensetzt, evaluiert. Die Subscores bewerten Atmung, Gerinnungssystem, 
kardiovaskuläres System, Leberfunktion, ZNS-Funktion (GLASGOW-Coma-Scale) und 
Nierenfunktion.  Dabei können jeweils Punktwerte von 0 für keine Einschränkung bis 4 
für höchste Einschränkung erzielt werden.  
Der Gesamt-SOFA-Punktwert ergibt sich aus Addition der erzielten SOFA-Subscore-
Punkte und kann maximal 24 betragen (siehe Tabelle 8). Jeweils der schlechteste Zustand 
eines Tages wird mit Punkten bewertet.  
 
Problematisch ist die Beurteilung der ZNS-Funktion mittels GLASGOW-Coma-Scale, da 
die Mehrzahl intensivmedizinisch betreuter Patienten medikamentös sediert ist. Um 
realistische Werte für dieses Item zu erhalten, wurde deshalb der neurologische Status so  
bewertet, wie er vor Sedierung war oder abgeschätzt, wie er ohne Sedativa gewesen wäre    
(VINCENT et al., 1996).  
Zunächst nicht als prognostischer Marker entwickelt, konnte VINCENT et al. 1998 eine 
positive Korrelation zwischen Höhe des SOFA-Wertes und Mortalität des Patienten 
4.         Material und Methoden  
 30 
nachweisen. Der SOFA-Score ist damit ein geeignetes Instrument zur Objektivierung der 
Organfunktion kritisch kranker Patienten. 
 
Organdysfunktion SOFA-Score 




<400 <300 <200 <100 
 - unter Beatmung- 
Störungen der Hämostase 
-Thrombozyten [103/µl] 
<150 <100 <50 <20 
Leberdysfunktion 
-Bilirubin [mg/dl] 
               [µmol/l] 
 
1,2 – 1,9 
20 - 32 
 
2,0 - 5,9 
33 - 101 
 
6,0 – 11,9 



















Störung des ZNS 
-Glasgow Coma Scale*** 
13 - 14 10 - 12 6 - 9 <6 
Niereninsuffizienz 
-Serumkreatinin [mg/dl] 
                         [µmol/l] 
-Urinproduktion [ml/d] 
 
1,2 – 1,9 
100 - 170 
 
2,0 – 3,4 
171 - 299 
 
3,5 – 4,9 







Tabelle 8: SOFA-Score zur Abschätzung des Schweregrades der Organdysfunktion. 
 
*  FiO2 = Inspiratorische Sauerstoffkonzentration, paO2 = arterieller Sauerstoff-Partialdruck 
** Katecholamine [µg/kg/min] für mindestens 1 h 
***   unter sedierender Medikation wurde der GLASGOW-Coma-scale –Wert, der vor Sedation  




 4.1.8.2 GLASGOW-Coma-Scale (GCS) 
 
Die GCS ist eine einfache Skala zur Abschätzung einer Bewusstseinstörung, die 1974 von 
TEASDALE und JENNETT in Glasgow entwickelt wurde.  
 
Sie beinhaltet 3 Kategorien, für die jeweils Punkte vergeben werden. Aus Addition der 
Einzelwerte ergibt sich die Gesamtpunktzahl, die maximal 15 für keine Einschränkung des 
Bewusstseins und minimal 3 für schwerste Beeinträchtigung des Bewusstseins beträgt.  
 
4.         Material und Methoden  
 31 
Die Punktverteilung und die Kategorien sind in Tabelle 9 dargestellt. 
 
Punkte Augen öffnen verbale Kommunikation motorische Reaktion 
6 - - befolgt Aufforderungen 
5 - konversationsfähig, 
orientiert 
gezielte Schmerzabwehr 
4 spontan konversationsfähig, 
desorientiert 
ungezielte Schmerzabwehr 





2 auf Schmerzreiz unverständliche Laute auf Schmerzreiz, 
Strecksynergismen 
1 keine Reaktion keine verbale Reaktion keine Reaktion auf 
Schmerzreiz 
 
Tabelle 9: GLASGOW - Coma - Scale. 
 
 
4.2 ELISA – Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
 
4.2.1 Allgemeines Prinzip der ELISA-Testsysteme 
 
Für die Bestimmung der Parameter (TRAIL, sFas, sFasL, M30, Cytochrom c) wurde ein 
hoch spezifisches, auf immunologischen Messprinzipien beruhendes Verfahren, der 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), verwand. Die Methode macht sich die 
Tatsache zunutze, dass Antikörper eine spezifische Bindung mit ihrem zugehörigen 
Antigen eingehen. Diese Bindung ist überaus stabil.  
Es wurden kommerziell erhältliche ELISA-Kits der Firmen R&D Systems, PEVIVA AB, 
und CALBIOCHEM® genutzt. Die Assays für die verschiedenen Parameter unterscheiden 
sich nicht im Prinzip, jedoch etwas im ihrem Ablauf, weshalb später im Einzelnen auf die 
Besonderheiten der unterschiedlichen Assays eingegangen werden soll.  
Allen gemein ist der Aufbau nach dem „Sandwich“-Prinzip (siehe Abbildung 10): Ein erster 
Antikörper, der sogenannte coating-Antikörper, liegt gebunden an die feste Phase (96-well 
Mikrotiterplatte) vor. Zugabe der Probe, die das nachzuweisende Antigen enthält, führt zu 
dessen Bindung an den fixierten coating-Antikörper. Nach Ablauf der Inkubationszeit 
werden überschüssiges Antigen und ungebundene Bestandteile durch mehrmaliges 
Waschen mit einem ELISA-Washer  entfernt.  
Im nächsten Schritt wird ein zweiter Antikörper, der Detektions-Antikörper, zugefügt. 
Dieser kann nun an ein anderes Epitop desselben Antigens binden. Es entsteht ein 
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Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex, der sogenannte Sandwich-Komplex. Der 
Detektions-Antikörper ist an seinem Fc-nahen Ende mit einem Enzym, meist HRP 
(englisch: horseradish peroxidase, deutsch: Meerettichperoxidase) gekoppelt.  
Durch erneutes Waschen wird ungebundener Antikörper entfernt und anschließend ein 
Farbsubstrat (z.B. Tetramethylbenzidin) zupipettiert. Das an den Detektions-Antikörper 
gebundene Enzym setzt dieses Substrat um. Das spiegelt sich in einem Farbumschlag 
wider. Im Falle von Tetramethylbenzidin wird das farblose Substrat in blaues verwandelt. 
Durch Zugabe einer Stopplösung (z.B. Schwefelsäure) erfolgt ein nochmaliger 
Farbumschlag nach gelb, der die chemische Reaktion beendet. Die Stärke der Farbreaktion, 
ist proportional dem Antigengehalt der untersuchten Probe.  
Zur objektiven Bestimmung wird die Extinktion der Probe mit einem 
Mikrotiterplattenlesegerät bestimmt. Anhand von, auf jeder Platte mitgeführten, Standards, 
deren Konzentration bekannt ist, erstellt die Software Extinktions-Konzentrations-Kurven. 
Aus der für die Probe erhaltenen Extinktion berechnet das Programm die zugehörige 
Konzentration.   
Alle Waschschritte wurden mit einem programmierbaren ELISA-Washer (Modell 
Columbus, TECAN SLT-Labinstruments, Crailsheim, Deutschland) durchgeführt. Wenn 
nötig, wurden die Mikrotiterplatten während der Inkubationszeiten auf einem Taumelgerät 
(WT17, Biometra®) gemischt.  
Die Absorptionen wurden für alle Assays mit einem ELISA-Reader (Tecan Spectra Classic, 
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) unter Verwendung  des zugehörigen 
Softwarepaketes gemessen und die Konzentrationen berechnet. Es bestand die Option 
kurz vor der Messung die Proben im Gerät zu rütteln.  
Auf jeder Platte wurden mindestens 7 Standards in Doppelbestimmung zur Berechnung 
einer Standardkurve mitgeführt. Zur Sicherung der Qualität der Arbeitsschritte und 
Überwachung der Genauigkeit der Ergebnisse wurden zusätzlich zwei Kontrollen 
bekannter Konzentration, eine im niedrigen, eine im hohen Messbereich abwechselnd 
mitgeführt. 
 



























Nachdem die Probe zugegeben wurde, bindet 
enthaltenes Antigen an coating-Antikörper, die 






Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 
ungebundene Probenbestandteile sowie 
unspezifisch gebundenes Antigen durch 




In Folge zugegebener Detektions-Antikörper 






Nach Ablauf der Inkubationszeit wird 
ungebundener Antikörper durch mehrere 
Waschschritte entfernt und die zunächst 
farblose Substratlösung zugesetzt. 
 
 
Zugesetztes farbloses Substrat wird durch an 
Detektions-Antikörper konjugiertes Enzym zu 
blauem Farbstoff umgesetzt. Durch Zugabe 




Abbildung 10: Veranschaulichung des „Sandwich-Prinzips“ der ELISA-Messsysteme. 
Nur wenn das Antigen an den coating-Antikörper gebunden hat, kann auch der Detektions-
Antikörper, der mit dem Enzym für die Farbreaktion gekoppelt ist, binden. Die beiden Antikörper 
koppeln an zwei verschiedene Epitope desselben Antigens. Die Intensität der Farbreaktion ist 
proportional zur Menge der gebundenen Antigene. 
 
 
Die folgenden Abschnitte erklären die Besonderheiten der einzelnen Assays: 
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4.2.2 human TRAIL/TNFSF10 (Quantikine®,R&D Systems, Minneapolis)  
 
Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 µl  Assay Diluent RD1S befüllt. Nach 
Zugabe von je 50 µl Serumprobe, Standard oder Kontrolle inkubierte die Platte 2 h auf 
dem Taumelgerät.  
Serum wurde durch 4 maliges Waschen mit je 400 µl Waschpuffer entfernt. Anschließend 
wurden je 200 µl TRAIL-Conjugate in jedes Well pipettiert. Auch diese zweistündige 
Inkubation erfolgt auf dem Taumelgerät. Nach Wiederholung des Waschschrittes erfolgt 
die Zugabe der Substratlösung, die unmittelbar zuvor aus Reagenz A (Wasserstoffperoxid) 
und Reagenz B (Tetramethylbenzidin) zu gleichen Teilen hergestellt wird. Die Inkubation 
fand 30 min im Dunkeln statt.  
Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 µl Stopplösung (2 N Schwefelsäure) beendet. Die 
Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm und 540 nm Wellenlänge.  
 
4.2.3 human sFas Immunoassay (Quantikine®,R&D Systems, Minneapolis)  
 
Proben gesunder Probanden wurden 1:10, die der Kranken 1:50 mit Calibrator Diluent 
RD5L verdünnt. Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 µl  Assay Diluent RD1-8 
und 100 µl vorbereitetem Serum, Standard oder Kontrolle befüllt und 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Serum wurde durch 4maliges Waschen mit je 400 µl 
Waschpuffer entfernt.  
Anschließend wurden je 200 µl sFas-Conjugate in jedes Well pipettiert. Es folgte eine 
2stündige Inkubation mit Wiederholung des Waschschrittes. Die nun folgende 
Weiterbearbeitung beginnt mit Zugabe des hergestellten Substrates und entspricht dem 
TRAIL-Immunoassay. Proben, die nach der ersten Messung eine zu hohe Extinktion 
zeigten wurden 1:100 verdünnt. Die Berechnung der Konzentration erfolgte durch 
Multiplikation mit dem Verdünnungsfaktor. 
 
4.2.4 human sFas Ligand  Immunoassay (Quantikine®,R&D Systems, Minneapolis)  
 
Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 µl  Assay Diluent RD1S befüllt. Die 
Inkubation erfolgte für 2 h bei Raumtemperatur. Das Serum wurde durch 4maliges 
Waschen mit je 400 µl Waschpuffer entfernt.  
Anschließend wurden je 200 µl FasL-Conjugate in jedes Well pipettiert. Es folgte eine 
2stündige Inkubation mit Wiederholung des Waschschrittes. Die Weiterbearbeitung 
beginnt mit Zugabe des hergestellten Substrates und entspricht dem TRAIL-Immunoassay. 
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4.2.5 M30/CK18Asp396  Apoptosense™ ELISA (PEVIVA AB, Bromma, Schweden) 
 
Zunächst werden 25 µl der Serumprobe oder des Standards in die Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte pipettiert, anschließend 75 µl HRP-Conjugate solution zugefügt. Die 
Reaktion findet über 4 h auf dem Taumelgerät statt. Ungebundener Ak wird durch 
fünfmaliges Waschen mit jeweils 250 µl Waschlösung durch einen ELISA-Washer entfernt. 
Anti-CK18Asp396 ist mit Meerrettichperoxidase konjugiert. Das Enzym setzt nun das in 
der Substratlösung enthaltene Tetramethylbenzidin um. Diese Reaktion erfolgt innerhalb 
20 min unter Lichtausschluss. Zugabe von 50 µl Stopplösung (0,1 M Schwefelsäure) 
limitiert die Reaktion. Bevor die Extinktion der Ansätze bei 450 nm und 540 nm im 
Mikrotiterplattenlesegerät gemessen wird, wird die Platte für 5 Sekunden sanft im Gerät 
gerüttelt, um eine homogene Farbe zu gewährleisten. 
 
4.2.6 Cytochrom c  ELISA Kit (CALBIOCHEM®, Darmstadt) 
 
Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 µl Calibrator Diluent RDP5 befüllt. 
Anschließend jeweils 100 µl Standard oder Probe zupipettiert und die Mikrotiterplatte 
staubfrei bedeckt. Die Ansätze wurden 2 h bei Raumtemperatur inkubiert um nachfolgend 
4 mal  mit Wasch-Puffer gespült zu werden. Danach wurden die Proben weitere 2 h bei 
Raumtemperatur mit je 200 ml Konjugat inkubiert. Es folgte eine Wiederholung des 
Waschschrittes und die Zugabe von 200 µl Substratlösung, die in Folge 30 min unter 
Lichtschutz in den Wells belassen wurde. Unmittelbar nach der Zugabe von 50 µl 
Stopplösung und sanftem Mischen der Mikrotiterplatte im Plattenlesegerät, wurden die 















4.3.1 Probengewinnung und –vorbereitung 
 
Von drei Patienten, bei denen es im Verlauf zum fulminanten Leberversagen kam, wurden 
aus differentialdiagnostischen Gründen unter sonografischer Kontrolle Leberbiopsien 
entnommen und diese unverzüglich zur Bearbeitung ins Labor gebracht. Dort erfolgte zum 
einen die Herstellung von Kryotomschnitten mit einer Stärke von etwa 7 µm für den 
Nachweis von M30. Bioptate für den Nachweis von c-Jun und aktivierter Caspase wurden 
in Formalin fixiert, anschließend in Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom 3-5 µm dick 
geschnitten und auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objektträger (OT) aufgezogen. Die 
Präparate wurden über Nacht im Wärmeschrank bei 37°C getrocknet. Es erfolgte die 
Entparaffinierung und Rehydrierung wie in Tabelle 10 beschrieben. Zur 
Antigendemaskierung wurden die Schnitte im heißen Zitratpuffer 2 x 5 min bei 600 Watt 
(pH 6,0) behandelt. Anschließend folgte ein Bad für 10 min in H2O2 3% in Methanol. 
Spülung mit Aqua dest. und TRIS-Puffer. Zur 
Bindung unspezifischer Ag wurden je Schnitt 
50 µl Normalserum für 20 min aufgetragen. 
Durch Kippen des OT ließen wir das Serum 
ablaufen (nicht spülen!). Die Gefrierschnitte 
wurden über Nacht luftgetrocknet, 
anschließend 10 min in Aceton 4°C eingelegt, 
dann mit TRIS-Puffer und Tween 20 gespült. 
 
4.3.2 Immunhistochemische Färbung 
 
Die entparaffinierten, in PBS aufbewahrten Schnitte wurden wie folgt weiterbearbeitet: 
1.  Inkubation mit dem Primärantikörper 
 
 A) Für M30: 50 µl 1:100 verdünnter Primärantikörper werden aufgetragen und 60  
      min bei 37°C inkubiert, anschließend Spülung in TRIS und Tween 20 2 x 5 min 
 B) Für c-Jun: 50 µl 1:1000 verdünnter Primärantikörper 60 min bei   
      Raumtemperatur, 1 x 2 und 1 x 3 min Spülen mit frischem TRIS-Puffer 
 C) Für aktivierte Caspase 3: 50 µl 1:50 verdünnter Primärantikörper bei 4°C über  
      Nacht inkubieren, 1 x 2 und 1 x 3 min Spülen mit frischem TRIS-Puffer 
 
1 Schnitte bei 60°C 30 min in den 
Brutschrank stellen 
2 3 x Xylol 5 min 
2 x Ethanol 100% (je 5 min) 
1 x Ethanol 90% (5 min) 
1 x Ethanol 80% (3 min) 
1 x Ethanol 70% (3 min) 
3 Aqua destillata (5 min) 
 
Tabelle 10: Entparaffinieren der Schnitte 
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Antikörper Herkunft Klonalität Detektionsmethode 
M30  Roche Applied 
Sciences 
monoklonal Immunfluoreszenz 
c-Jun Santa Cruz monoklonal ABC-Methode 
Anti-Caspase 3 Active R&D Systems polyklonal ABC-Methode 
 
Tabelle 11: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper 
 
2.  Inkubation mit dem Sekundärantikörper 
 
 A) Für M30: 50 µl biotinylierter Sekundärantikörper werden aufgetragen und 60  
      min Raumtemperatur inkubiert, Spülung in TRIS und Tween 20 2 x 5 min 
 B) Für c-Jun: 50 µl Sekundärantikörper (monoklonal) 30 min bei   
      Raumtemperatur, 1 x 2 und 1 x 3 min Spülen mit frischem TRIS-Puffer 
 C) Für aktivierte Caspase 3: 50 µl Sekundärantikörper (polyklonal) 30 min bei   




 A) Für M30: 30 min bei Raumtemperatur und im Dunkeln mit  Fluoreszens- 
      konjugat inkubieren, Spülung in TRIS und Tween 20 2 x 10 min 
 B) Für c-Jun und C) aktivierte Caspase 3: 50 µl AB-Komplex 30 min bei   
      Raumtemperatur inkubieren, 1 x 2 und 1 x 3 min Spülen mit frischem TRIS 
      Puffer, 100 µl DAB-Gebrauchslösung 7min inkubieren, 2 min mit Leitungs- 
      wasser spülen, Gegenfärbung mit MAYER`s Hämatoxillin (Kernfärbung) für  




 A) Für M30: Eindecken mit Vectashild (Vector Laboratories), Aufbewahrung im  
      Kühlschrank bis zur Auswertung 
 B) Für c-Jun und C) aktivierte Caspase 3: Entwässern der Schnitte in aufsteigender  
      Alkoholreihe (siehe Tabelle 10, Schritt 2 von unten nach oben), Schnitte aus  
      Xylol mit Roti-Histokitt ™ (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eindecken 
 
5. Mikroskopische Auswertung 
 
 A) Für M30: Prüfung von je 5 repräsentativen Leberläppchen pro Bioptat mit Hilfe  
      des Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss Jena) bei 400facher Vergrößerung 
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 B) Für c-Jun und C) aktivierte Caspase 3: Prüfung von je 5 repräsentativen        
      Leberläppchen pro Bioptat mit Hilfe eines Lichtmikroskopes (Axiovert, Zeiss  
      Jena) bei 100facher Vergrößerung 
 
4.4 Statistische Auswertung 
 
Die biometrische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme der Software SigmaStat (Version 
1.0 für Windows, Jandel Scientific, San Rafael, USA) erstellt. Es war zu untersuchen, ob 
statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Apoptosemarker in den verschiedenen 
Mittelwertgruppen vorhanden sind. Verwendetes Testverfahren war die ANOVA (One 
Way Analysis of Variance und Two Way Analysis of Variance) jeweils gefolgt von einer post-
hoc-Adjustierung für multiples Testen nach Student-Newman-Keuls. Unterschiede mit 
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden als signifikant, Unterschiede von p < 
0,01 als hochsignifikant bewertet. Die grafischen Darstellungen der Datensätze erfolgten 
neben zeitlichen Verläufen hauptsächlich in Form von boxplots, die sich durch eine gute 
Beschreibung der Messwertverteilung auszeichnen. Die box wird durch eine horizontale 
Linie geteilt, die den Median darstellt. Hieraus sind die Symmetrie der Daten, Links- und 
Rechtschiefigkeit, gut ersichtlich. Die Höhe der box entspricht dem Interquartilsabstand als 
korrespondierendes Streumaß, indem 50% der Messwerte liegen. Die nachfolgende Grafik 
(Abbildung 11) beschreibt den Aufbau eines solchen boxplots  und erklärt die verwendeten 
Symbole. 
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Insgesamt wurden 51 an Sepsis, 41 an SIRS erkrankte Patienten und 15 weitere Patienten 
mit fulminantem septischem Leberversagen an durchschnittlich 16 Tagen sowie 10 gesunde 
Probanden untersucht. Die epidemiologischen Daten sind in Tabelle 12 dargestellt. Die 
Kreisdiagramme in Abbildung 12 zeigen die jeweils zugrundeliegenden Krankheitsbilder, 










Alter in Jahren 23±3,0 68±8,8 62±13,6 
Geschlechtsverhältnis (M/F) 5/5 31/10 31/20 
Letalität (%) 0 17 45 
 
































Abbildung 12: Zusammensetzung der zugrundeliegenden Krankheitsbilder bei 
Sepsis (oberes Kreisdiagramm) und SIRS (unteres Kreisdiagramm) 
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Abbildung 13: Bedeutung der 
epithelialen Apoptose (gemessen 
anhand der Generierung des CK-18-
Neoepitops M30) und ihre Regulation 
über den extrinsischen (sFas, sFasL, 
TRAIL) und intrinsischen (Cytochrom c) 
Weg bei Sepsis und schwerem 
Leberversagen.  
 
statistisch signifikant  (p<0,05)    
     gegenüber Gesunden 
 statistisch signifikant  (p<0,05) 
     gegenüber SIRS 
statistisch signifikant  (p<0,05) 
     gegenüber SOFA 0-7 
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Zunächst erfolgte eine orientierende Messung der Apoptosemarker des extrinsischen (sFas, 
sFasL, TRAIL) und intrinsischen Weges (Cytochrom c) sowie die Messung von M30 zur 
Quantifizierung des epithelialen Apoptosegrades bei der Kontrollgruppe, den SIRS-
Patienten, Septikern und den Patienten mit Leberversagen (Abbildung 13).  
Es zeigte sich, dass die Serumkonzentrationen des antiapoptotisch wirkenden sFas bei 
septischer Genese verglichen mit denen nicht-infektiöser systemischer Entzündung höher 
lagen.  
Nur die Serumkonzentrationen von sFas als löslicher Marker der TNF/TNFR-Familie 
lagen über den Werten gesunder Probanden, wohingegen die Serumkonzentrationen von 
sFasL und TRAIL deutlich darunter lagen. Eine Zunahme des Caspasespaltproduktes M30 
im Serum war lediglich bei schwerstem Organversagen zu beobachten. 
 
 
Im nächsten Schritt wurden die Serumspiegel der Septiker der Schwere des Organversagens 
(gemessen anhand des SOFA-scores) gegenübergestellt (Abbildung  14).  
Hierbei konnte eine Abhängigkeit  für die sFas-Serumspiegelhöhe vom Ausmaß der 
Organdysfunktion nachgewiesen werden. Ab SOFA-Werten von 8-14 war diese 
Abhängigkeit statistisch signifikant gegenüber den Kontrollen (Gesunde und SIRS). 
Während der TRAIL-Spiegel einen leichten Trend zu fallenden Werten bei zunehmender 
Einschränkung der Organfunktion zeigte,  wiesen die sFasL-Werte keine Abhängigkeit von 
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Abbildung 14: Regulation von sFas, 
sFasL, TRAIL und M30 bei SIRS 
und Sepsis. Dargestellt werden die 
Serumspiegel von sFas, sFasL, 
TRAIL und M30 am Tag der 
schwersten Organdysfunktion, 
gemessen anhand des SOFA-scores. 
Die Septiker wurden abhängig vom 




statistisch signifikant  (p<0,05)    
     gegenüber Gesunden 
 statistisch signifikant  (p<0,05) 
     gegenüber SIRS 
statistisch signifikant  (p<0,05) 
     gegenüber SOFA 0-7 
statistisch signifikant  (p<0,05) 
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5.          Ergebnisse 
 43 












































Bei den untersuchten Patienten wurden die Apoptosemarker beginnend am Tag der 
Diagnosestellung an durchschnittlich 16 Tagen bestimmt, um Schwankungen im 
Krankheitsverlauf zu erfassen. Nachträglich wurden die Patienten in Überlebende und 
nicht Überlebende eingeteilt.  
 
Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf 
der Serumspiegel der 
Apoptosemarker des extrinsischen 
Weges (sFasL, sFas und TRAIL) 





Überlebende sind durch ungefüllte 
Symbole, nicht überlebende Patienten 
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Für die grafische Wiedergabe des zeitlichen Verlaufs wurde schließlich ein Zeitraum von 5 
Tagen gewählt. Zugrunde liegt die Tatsache, dass jenseits der 5 Tage ein großer Teil der 
Sepsispatienten bereits verstorben war und viele SIRS-Patienten von Intensiv- auf 
Normalstation verlegt werden konnten, so dass die Fallzahlen nach dem 5. Tag geringer 
waren und die Werte somit einer großen Streuung unterliegen. 
Im zeitlichen Verlauf war ein wesentlicher Anstieg des sFas-Serumspiegels bei Sepsis im 
Vergleich zum nicht-infektiösen SIRS zu verzeichnen. Des Weiteren wurden signifikant 
höhere sFas-Spiegel bei Patienten beider Gruppen gefunden, die im Verlauf starben. 
Während der Verlauf von sFasL inkonstante Ergebnisse lieferte, schien TRAIL im Rahmen 
der systemischen Inflammation supprimiert. 
 
 
5.4 Apoptosemarker in Korrelation zu den SOFA-Subscores 
  
Die folgenden Grafiken stellen den Zusammenhang zwischen Serum-Spiegeln der 
Apoptosemarker und Schwere der Einzelorgandysfunktion, objektiviert anhand des SOFA-
Score-System, dar. 
Die gemessenen Werte wurden dem Gesamt-SOFA und getrennt nach Organfunktion, den 
SOFA-Subscores des jeweiligen Patienten am Tage der Probengewinnung 
gegenübergestellt.  
Eine detaillierte Übersicht über die Zusammensetzung der SOFA-Punktwerte bietet 
Tabelle 8 (Seite 30 im Kapitel 4 Material und Methoden). In den Übersichten sind die 
SOFA- Subscores 1 und 2 sowie 3 und 4 zusammengefasst. Ebenfalls dargestellt sind 
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Abbildung 16: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
















Abbildung 17: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 















Abbildung 18: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 















SOFA   SOFA   SOFA 
   0          1+2      3+4 
SOFA   SOFA   SOFA 
   0          1+2      3+4 
SOFA   SOFA   SOFA 
   0          1+2      3+4 
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Abbildung 19: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 
















Abbildung 20: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 21: sFas-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 

















SOFA    SOFA    SOFA 
   0          1+2        3+4 
SOFA    SOFA     SOFA 
   0          1+2         3+4 
SOFA    SOFA    SOFA 
   0           1+2       3+4 
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Abbildung 23: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
















Abbildung 24: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 22: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 
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   0           1+2       3+4 
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Abbildung 25: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 26: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 27: sFasL-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum  
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Abbildung 34: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
















Abbildung 35: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 36: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
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Abbildung 37: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 38: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 

















Abbildung 39: M30-Serumspiegel  
bei Gesunden, SIRS-Patienten und 
Septikern in Korrelation zum SOFA- 
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Die Serum-Spiegel der Apoptosemarker wurden der Schwere der Einzelorgandysfunktion, 
(gemessen anhand des SOFA-Scores) mit der Frage gegenübergestellt, ob die Expression 
bzw. das Erscheinen des Apoptosemarkers auf das Versagen eines speziellen Organsystems 
zurückzuführen ist. Hierbei nahmen vor allem die Nieren- und die Leberfunktion einen 
besonderen Stellenwert ein. Für antiapoptotisches sFas korrelierte der Anstieg mit einer 
abnehmenden Nierenfunktion (Abbildung 18), während das proapototische sFasL mit 
zunehmender Leberdysfunktion vermehrt im Blut nachweisbar war und sich damit der 
Kontrollgruppe näherte (Gesunde und SIRS-Patienten)(Abbildung 26).  
Für TRAIL hingegen ließ sich ein Trend zu sinkenden Serumspiegeln bei abnehmender 
Nierenfunktion darstellen (Abbildung 30). Die Spaltprodukte des Cytokeratin 30 als Marker 
epithelialer Apoptose korrelierten positiv mit abnnehmender Atmungs-, Nieren-, 
Leberfunktion, sowie abnehmender Funktion des zentralen Nervensystems. 
Für die übrigen Organsysteme waren jeweils keine Hinweise auf einen möglichen 
Zusammenhang mit dem Erscheinen der Apoptosemarker im Blut festzustellen. 
 
 
5.5 Immunhistologie der Leberbioptate 
 
 
Die Leberbioptate von 3 Patienten mit fulminantem Leberversagen wurden histologisch 
und immunhistochemisch zum Nachweis der Apoptose-relevanten Proteine M30 und 
aktiver Caspase 3 aufgearbeitet. 
Beide Marker des apoptotischen Zelltodes wurden bei schwerem Leberversagen verstärkt 
exprimiert. Während aktivierte Caspase 3 überwiegend im perivenösen und mittleren Teil 
des Leberläppchens lokalisiert war (Abbildung 40, A+B), wurde Zytokeratin-18 
hauptsächlich in perivenösen Regionen des Acinus beobachtet (Abbildung 40, C-E). Die 
perivenösen Anteile des Leberläppchens stellen die sogenannten „letzten Wiesen“, das 
heißt die zuletzt mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgten Regionen, des Organs dar. Das 
Leberläppchen wird aus Richtung eines GLISSON `schen Dreiecks aus einem Pfortaderast 































Abbildung 40: Räumliche Verteilung apoptotischer Zellen bei fulminantem 
Leberversagen. Die humanen Leberbioptate wurden immunhistochemisch auf aktivierte 
Caspase 3 (linke Bildhälfte A+B) und Zytokeratin-18-Neoepitop (rechte Bildhälfte C, D + 
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6.  Diskussion 
6.1 Methodenkritik 
 
In der vorliegenden Studie wurden Apoptose-regulierende Proteine des extrinsischen und 
intrinsischen Weges im Serum von Sepsis- und SIRS-Patienten, von Patienten mit 
septischem Leberversagen sowie gesunden Probanden untersucht. Um die Aktivierung der 
Apoptose-Signalkaskaden systematisch zu messen, wurden die Serumspiegel ausgewählter 
Mitglieder der TNF-Superfamilie (sFas, sFasL, TRAIL) für den extrinsischen, des 
Cytochrom c für den intrinsischen Weg und das Caspase-Spaltprodukt des Cytokeratin 18 
(M30) gemessen und mit der Krankheitsschwere korreliert. Zusätzlich wurden 
exemplarisch die Leberbioptate von 3 Patienten mit fulminantem septischen Leberversagen 
auf ihre Expression von M30 und aktivierte Caspase 3, einem Vollstreckerenzym der 
Apoptose, untersucht.  
 
6.1.1  Wahl der Apoptosemarker  
 
Das Fas-Rezeptor-System, seine Signaltransduktion und seine Rolle bei Sepsis sind durch 
zahlreiche Studien gut belegt (NAGATA, 1994; KRAMMER, 2000; MARSIK, 2003; 
DeFREITAS, 2004). Insbesondere an der hepatozellulären Apoptose, z.B. im Rahmen 
viraler Hepatitiden oder beim septischen Leberversagen soll die Fas/FasL-Interaktion 
beteiligt sein (TANNAHILL, 1999; XIA QIN, 2001; DOUGHTY, 2002).  
Sowohl sFasL, das von neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird, (SERRAO, 2001) als 
auch agonistische Fas-Antikörper induzieren einen Hepatozytenuntergang 
(OGASAWARA, 1993; SCHNEIDER, 1998). Bislang erfolgten Untersuchungen 
hauptsächlich an Geweben, die durch Biopsien - eine für den Patienten belastende und 
risikoreiche Maßnahme - entnommen werden müssen. sFas und sFasL, als im Serum 
messbare Marker des Fas-Rezeptor-Systems, wurden deshalb zum einen mit der 
Fragestellung ausgewählt, ob ihre Serumspiegel Hinweise auf Apoptose und 
Organschädigung geben können und zum anderen,  ob sich hieraus Rückschlüsse  auf die 
Prognose stellen lassen. Des Weiteren sollte die Bedeutung des Fas-Systems in der 
hepatozellulären Apoptose beim Multiorganversagen weiter eruiert werden. 
 
TRAIL hat in den letzten Jahren vor allem auf dem Gebiet der Krebsforschung immense 
Bedeutung erlangt. Grund hierfür ist die Fähigkeit der löslichen Form (sTRAIL) in einem 
breiten Spektrum humaner Krebszelllinien Apoptose zu induzieren  (BAETU, 2002). Im 
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Bereich intensivmedizinischer Krankheitsbilder, speziell der Sepsis und ihr verwandten  
Erkrankungen wie SIRS, ist über TRAIL und seine Rezeptoren bislang wenig bekannt.  
TRAIL hat einen hohen Anteil von Sequenzhomologien zu TNF-α und Fas, zwei 
Molekülen, deren Rolle in der Pathogenese der Sepsis gesichert ist 
(PAPATHANASSOGLOU, 2000). Die Bedeutung von TRAIL in diesem Zusammenhang 
sollte daher durch die vorliegende Arbeit intensiver beleuchtet werden. 
 
Cytochrom c gilt als ein Marker der mitochondrialen Apoptose. Das Molekül ist 
physiologischerweise lose mit der Außenseite der inneren Mitochondrienmembran 
assoziiert.  Der Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran (MOMP) folgt 
das Ausströmen von Cytochrom c durch Porenkomplexe ins Zytoplasma (DANIAL 2004; 
HÄCKER, 2007). Bei Gesunden liegt Cytochrom c mit den kommerziell erhältlichen Tests 
unterhalb der Nachweisgrenze.   
Eine Einschränkung dieses, aber auch anderer mitochondrialer Marker ist, dass diese auch 
sekundär, das heißt nach Initiierung des Apoptoseweges durch einen Todesrezeptor, den 
ER-Stress-Weg oder den lysosomalen Weg, freiwerden. Letztlich gibt es auch Hinweise, 
das Cytochrom c bei Nekrose freigesetzt wird (LI, 1999). Der Nachweis deutet darauf hin, 
dass die mitochondriale Wand durchlässig ist und die Inhaltsstoffe frei werden. Der 
Verdacht, dass es sich um apoptotischen Zelltod handelt, sollte durch weitere Marker, wie 
M30 oder aktivierte Caspase 3, untermauert werden.  
 
Nach Induktion des PCD kommt es zur Aktivierung von Initiatorcaspasen, die 
nachfolgend Effektorcaspasen, zu denen die Caspasen 3, 6 und 7 zählen, aktivieren.  Die 
Effektorcaspasenaktivierung repräsentiert im Signaltransduktionsprozess der Apoptose den 
„point of no return“, d.h. die Auslösung des PCD ist ab diesem Zeitpunkt irreversibel 
(WAGENER, 1999). Der Nachweis der aktivierten Caspase 3 eignet sich daher, um das 
Anlaufen des Apoptoseprogramms in der Zelle zu bestätigen. Einschränkend scheint die 
Existenz von Caspase-unabhängigen Zelltodformen zu sein, bei denen per Definition keine 
Caspasenaktivierung erfolgt, aktivierte Caspase 3 also nicht nachweisbar wäre (SUSIN, 
1999; KROEMER & MARTIN, 2005). Hierbei sind andere Moleküle als die Caspasen, wie 
z.B. Calpaine, Cathepsine und Apoptose-induzierende Faktoren (AIF) an der Exekution 
des Zelltodes beteiligt. Wie eingangs beschrieben, werden sie zusammen mit Caspase-
aktivierenden Molekülen bei den verschiedenen Zelltodformen (lysosomal, mitochondrial) 
frei, sodass eine parallele Caspasenaktivierung möglich und wahrscheinlich scheint. Caspase 
3 kann sowohl nach Entrierung des Rezeptor- als auch des mitochondrialen Weges 
aktiviert werden. 
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M30 schließlich, das als früher Apoptosemarker epithelialer Zellen durch Caspase-
abhängige Spaltung aus dem Zellskelettbaustein Cytokeratin entsteht, wurde zum einen 
ausgewählt um zu klären, ob epitheliale Apoptose, zum Beispiel beim Leberversagen 
anhand des M30 im Serum nachweisbar ist, ferner um festzustellen, ob die Höhe des 
messbaren Serumspiegels Rückschlüsse auf den Grad der Organschädigung zulässt 
(LEERS, 1999). M30 ist ein kosteneffizient und einfach zu bestimmender Parameter. 
 
Selbst wenn die Auswirkungen der Sepsis bei Untersuchungen am Patienten vergleichbar 
sind, spiegeln Unterschiede der gemessenen Apoptosemarker nicht notwendigerweise einen 
spezifischen Effekt der Sepsis wider, da eine Standardisierung des Ausmaßes der Sepsis nur 
bedingt möglich ist (z.B. durch SOFA-Score-System). Zudem ist davon auszugehen, dass 
die individuelle Reaktionsweise differiert, beziehungsweise zusätzlich andere 
Einflussfaktoren vorliegen (z.B. kann der Nachweis von apoptotischen Hepatozyten bei 
Sepsis auch einer koexistenten Hepatitis geschuldet sein). Genetische Unterschiede 
könnten die Ergebnisse ebenso beeinflussen wie die unterschiedlichen Sepsiserreger. 
 
6.1.2  Nachweis der Apoptosemarker mit ELISA und Immunhistochemie  
 
Welche Zellpopulationen und in welchem Ausmaß diese bei Sepsis und SIRS apoptotisch 
werden, wurde bereits von vielen Arbeitsgruppen in in vivo und in vitro Studien untersucht. 
Neben den zahlreichen tierexperimentellen Arbeiten können die derzeit am Menschen 
verfügbaren Studien in 3 Gruppen unterteilt werden: 
 
1.  Histologische Untersuchungen in Gewebsschnitten/Bioptaten/Lavage 
 (DOUGHTHY, 2002; PAXIAN, 2004; MARTIN, 2005) 
2.  Untersuchungen an Zellkulturen (JABER, 2001) 
3.  Bestimmung Apoptose-spezifischer Marker im Blut (JABER, 2001; LE TULZO, 
 2002;  MARSIK, 2003;  DE FREITAS, 2004) 
 
Zur Detektion apoptotischer Zellen wurden verschiedene Verfahren entwickelt. Diese 
beruhen auf dem Nachweis von Veränderungen der Zellmorphologie, der 
Zusammensetzung und Transportfunktion der Plasmamembran, der Funktion von 
Zellorganellen, der endonukleolytischen DNA-Fragmentierung oder auch der Degradation 
von Zytoskelettproteinen durch Caspasen.  
Immunologisch gestützte Messverfahren, die auf der hochspezifischen Reaktion von 
Antikörpern mit ihrem entsprechenden Antigen beruhen, besitzen im Nachweis Apoptose-
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spezifischer Proteine eine große Sensitivität und Spezifität. Sowohl die in dieser Arbeit 
angewanden immunhistochemischen Untersuchungen als auch das ELISA-Verfahren 
machen sich das Prinzip der Antigen-Antikörper-Reaktion zunutzte.  
Die Serumkonzentrationen der Apoptosemarker (sFas, FasL, TRAIL, Cyt c, M30) wurden 
mit kommerziell erhältlichen ELISA-Testsystemen gemessen. Validierte Protokolle zur 
Probengewinnung, -lagerung und –verarbeitung standen von Seiten der Hersteller zur 
Verfügung. Die Proben wurden direkt nach der Blutentnahme verarbeitet. Pro Messreihe 
stand mindestens ein Aliquot zur Verfügung, das erst unmittelbar vor Verarbeitung 
aufgetaut wurde. Reste wurden verworfen. Somit ist auszuschließen, dass unbrauchbares 
Untersuchungsmaterial zur Analyse herangezogen wurde. Um systematische Fehler zu 
vermeiden wurde auf jeder Mikrotiterplatte je eine Richtigkeits-Kontrollprobe für den 
hohen und eine für den niedrigen Messbereich mitgeführt. Die Messwerte für die einzelnen 
Patienten wurden in Doppelbestimmung erhoben. Nur bei Abweichung um nicht mehr als 
10 % wurde der Mittelwert errechnet und für die Studie herangezogen.  
Die Intra- (Interassay) Variationskoeffizienten lagen mit 2,8% (6,1%) für TRAIL, 2,9% 
(3,9%) für sFas, 4,1% (8,8%) für FasL und 4,1% (5,0%) für Cyt c innerhalb der geforderten 
Toleranzbereiche.  
 
Die Probenaufbereitung nach Gewinnung der Leberbioptate erfolgte ebenfalls 
unverzüglich, um falsch zu hohe Apoptose-/Nekroseraten zu vermeiden.  
 
6.2 Bedeutung der Apoptose beim septischem Multiorganversagen 
 
Die Apoptose ist ein lebensnotwendiger Prozess. Beim Gesunden bildet sie die Grundlage 
einer geregelten Embryogenese, der Gewebshomöostase und der Immunfunktion. Doch 
auch bei vielen Krankheitsbildern spielt sie eine tragende Rolle. Sie kann von Vorteil für 
den Organismus sein, zum Beispiel, wenn sich eine Virus-infizierte Zelle zum Schutz 
benachbarter Zellen durch Expression von Apoptose-transduzierenden Rezeptoren dem 
Zelltod ausliefert. Bei anderen Krankheiten wiederum, wie denen des neurodegenerativen 
Formenkreises, kommt es durch pathologische Apoptose zum Untergang funktionellen 
Gewebes mit Schädigung des Gesamtorganismus (KOPITO, 2000).   
Patienten im Vollbild der Sepsis zeigen ebenfalls Veränderungen im Ablauf der Apoptose 
verschiedener Zellpopulationen. Die Bedeutung dieses Zelluntergangs wird bislang 
kontrovers diskutiert (OBERHOLZER, 2001; DE FREITAS, 2004). 
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6.2.1  Epitheliale Apoptose lässt sich anhand des M30 nachweisen 
 
Nach Aktivierung der Caspasen-Kaskade kommt es zum enzymatischen Abbau der DNA 
und des Zellgerüstes. Ein Gerüstbaustein epithelialer Zellen ist das Cytokeratin 18, das im 
Zuge der Apoptose am Aspartatsäurerest 396 durch die Caspasen 3, 7 und 9 gespalten wird 
(LEERS, 1999). Das hierbei entstehende Ck18Asp396 wird als M30 bezeichnet, ein Neo-
Epitop, das in einer frühen Phase der Apoptose, zeitlich noch vor der DNA-
Fragmentation,  an der Zelloberfläche präsentiert und ins Serum feigesetzt wird (CAULIN, 
1997).  
M30 ist weder auf überlebensfähigen geschädigten, noch auf nekrotischen Zellen 
nachweisbar, was das Neoepitop als einen hochspezifischen Marker für Apoptose  
epithelialer Zellen auszeichnet. Darüber hinaus korreliert seine Ausprägung mit dem 
TUNEL-Apoptoseindex (LEERS, 1999; CHIU, 2001). Signifikant erhöhte Serumspiegel 
lassen sich nach ROTH bei Septikern nachweisen. Auch Trauma-Patienten zeigten im 
Vergleich zu Gesunden hohe M30-Werte, die mit der Mortalität korrelierten (ROTH, 
2004a). Epitheliale Apoptose bei Sepsis konnte in Gefäßendothelien (ROTH, 2004a; 
ZHOU, 2004), Thymusgewebe (LE TULZO, 2002), Darmmukosa (HOTCHKISS, 2001a; 
COOPERSMITH, 2002) und Lungenepithelien (KRAMMER, 2000; HOTCHKISS, 
2001b; DOSREIS, 2004; NAKAMURA, 2004) nachgewiesen werden.  
Auch Hepatozyten sind epithelialen Ursprungs. Folglich müsste im Falle des apoptotischen 
Untergangs M30 auf der Zelloberfläche und im Serum nachweisbar sein. Tatsächlich 
zeigten Patienten im Leberversagen mit klinisch gestellter Indikation zum 
Leberersatzverfahren erhöhte M30-Spiegel (Abbildung 13). Durch den parallelen 
immunhistochemischen Nachweis von M30 bei 3 solcher Patienten konnte gezeigt werden, 
dass Hepatozyten von Apoptose betroffen sind (Abbildung 40). Hieraus ließe sich also 
schlussfolgern, dass der M30-Spiegel im Zusammenhang mit einer Leberdysfunktion bei 
Sepsis auf einen hepatozellulären Untergang durch Apoptose hinweist. 
Diskutiert werden muss jedoch auch die Möglichkeit, dass weitere M30-Quellen  vorliegen. 
Vergleicht man die Subscores der einzelnen Organsysteme in Korrelation zum M30-Spiegel 
(Abbildung 34-39), zeigen sich jedoch die höchsten Werte beim Leberversagen mit der 
engsten Korrelation zum Schweregrad (Abbildung 38). Ein tendenzieller Anstieg war auch 
im Zusammenhang mit der Funktion des Zentralen Nervensystems zu verzeichnen 
(Abbildung 39). Eine Funktionsstörung des Gehirns bei Leberversagen, die als hepatische 
Enzephalopathie bekannt ist, könnte hiermit in Verbindung stehen. Auch für eine 
abnehmende Nierenfunktion ließ sich ein Anstieg von M30 verfolgen (Abbildung 36). 
Dieser Sachverhalt wurde erst kürzlich durch eine Forschungsgruppe um MESSARIS 
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untersucht. Ratten, bei denen eine durch Darmperforation induzierte Sepsis mit renaler 
Dysfunktion vorlag, zeigten einen vermehrten Tubuluszelluntergang. Dies war sowohl 
mikroskopisch als auch anhand des M30-Spiegels im Serum nachweisbar (MESSARIS, 
2008). 
 
6.2.2  Die Apoptose - ein streng reguliertes Selbstmordprogramm der Zelle  
 
Patienten im Vollbild der Sepsis zeigen Veränderungen des Ablaufs der Apoptose 
bestimmter Zellpopulationen (KRAMMER, 2000a; HOTCHKISS, 2001b; DOSREIS, 
2004; NAKAMURA, 2004). So konnte zunächst im Tiermodell (WANG, 1994; AYLA, 
1996), später auch beim Menschen (HOTCHKISS, 1999a; LE TULZO, 2002; WEBER, 
2004) gezeigt werden, dass zirkulierende und gewebeständige Lymphozyten einer 
gesteigerten Apoptose unterliegen. Folge ist eine Beeinträchtigung der Immunfunktion.  
Im Gegensatz hierzu war bei akkumulierten neutrophilen Granulozyten das Überleben 
durch eine reduzierte Apoptoserate prolongiert (MATUTE-BELLO, 1997; PARSEY, 1999; 
FETEROWSKI, 2001; TANEJA, 2004). Die gesteigerte Neutrophilenaktivierung ist mit 
einer augmentierten respiratory-burst-Aktivität vergesellschaftet. Frei werdende Transmitter, 
unter anderen sFasL, verursachen schwere Gewebsschäden in Leber (HO, 1996), Niere 
(HEINZELMANN, 1999),  Lunge (SERRAO, 2001) und Darm (KUBES, 1992). Im 
Lungenparenchym liberiertes sFasL kann in Alveolarepithelien, die unter septischen 
Bedingungen zudem vermehrt Fas-Rezeptor exprimieren (ALBERTINE, 2001), Apoptose 
induzieren (MATUTE-BELLO, 1999).  
 
Während die Dysregulation der Immunantwort durch Veränderungen der Apoptose im 
Rahmen der Sepsis als ein wesentlicher Pathomechanismus anerkannt ist (MARSIK, 2003), 
wird die Bedeutung des programmierten Zelltodes für das Versagen solider Organe 
weiterhin kontrovers diskutiert  (OBERHOLZER, 2001; DE FREITAS, 2004).   
Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die Apoptose selbst im 
Zusammenhang mit einem so schwerem generalisiertem Krankheitsbild wie der Sepsis 
einer strengen Regulation unterworfen zu sein scheint. Eine Sepsis mit leichter und 
moderater Krankheitsschwere führt demnach nicht zur Initiierung der Apoptosekaskade 
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6.2.3  Schwerste Sepsis führt zu Apoptose von Hepatozyten 
 
Die exemplarische Korrelation der Apoptosekaskade mit dem Ausmaß der 
Leberdysfunktion zeigte ebenfalls eine erhöhte Generierung von CK-18-Neoepitop nur bei 
schwerem Leberversagen, dann allerdings in hohen Konzentrationen (Abbildung 13). 
Abbildung 13 stellt im Unterschied zu Abbildung 38 die Patienten mit Leberversagen dar, 
bei denen aufgrund einer massiven Einschränkung der Detoxifikationsleistung der Leber 
die Indikation zum extrakorporalen Leberersatzverfahren, gestellt wurde. Die Einteilung 
des Leberversagens anhand des SOFA-Subscores Leber hingegen bezieht sich alleinig auf 
die Höhe des Bilirubinspiegels, einen späten und wenig sensitiven Marker der 
Organdysfunktion (HAWKER, 1991). Die Ergebnisse zeigen, dass Patienten im 
fulminantem Leberversagen bis 10fach höhere M30-Werte als diejenigen mit alleiniger 
Bilirubinerhöhung hatten (Abbildung 13 und 38).  
 
Verschiedene Untersuchungen hatten dargestellt, dass Einschränkungen der 
Exkretionsleistung mit 19-22% häufig und frühzeitig auftreten (BAKKER, 2004), während 
die Inzidenz des Leberversagens, dass nur anhand des Bilirubinspiegels definiert wird, mit 
1-3 % relativ niedrig geschätzt wird  (WANG, 1991; ANGUS, 2001; KIMURA, 2001). Für 
die Prognose ist die Integrität der Leberfunktion entscheidend (SIEGEL, 1993; MARZI, 
1994; RENSING, 2001; LEVY, 2005). So korreliert die Einschränkung der 
Exkretionsleistung gemessen anhand der Elimination von Indozyaningrün mit der Letalität 
(SAKKA, 2002; KORTGEN, 2009).  
 
Durch die exemplarische immunhistochemische Untersuchung des Lebergewebes von 3 
Patienten mit fulminantem septischen Leberversagen und hohen M30-Serumspiegeln 
konnten die Ergebnisse untermauert werden (Abbildung 40).  
Bei Gesunden lässt sich weder M30 noch aktivierte Caspase 3, als Hinweis auf Aktivierung 
der Apoptosekaskade nachweisen. Die Bioptate enthielten jedoch beide Marker in erhöhter 
Konzentration (Abbildung 40). Hierbei gab es Auffälligkeiten in der regionalen 
Expressionsdichte. Während M30 hauptsächlich perivenös lokalisiert war, wurde aktivierte 
Caspase 3 perivenös und in der mittleren Region des Leberläppchens exprimiert.  
 
Verdeutlicht man sich den anatomischen Aufbau des Leberläppchens mit zentripedal 
gerichteter dualer Blutversorgung aus Ästen der A.hepatica und der V.porta, die gemeinsam 
in die Lebersinusoide und schließlich in die Zentralvene einmünden (Abbildung 41), wird 
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deutlich, dass es sich bei der perivenösen Region um die „letzte Wiese“ des Leberacinus 
handelt, d.h. um eine Region, in der Sauerstoff- und Nährstoffgehalt bereits unter 
physiologischen Bedingungen gemindert ist.  
In Situationen mit kritischer Kreislaufsituation, regionalen Perfusions- und 
Distributionsstörungen, wie sie bei Sepsis durch Zytokine ausgelöst werden, kann es somit 
zu einer kritischen Versorgung der Hepatozyten in Abhängigkeit von ihrer Lokalisation im 
Leberläppchen  kommen. 



















Teilt man, wie in Abbildung 42 gezeigt, den Leberacinus in 3 Versorgungszonen ein, so 
weist die äußere Zone A einen hohen Sauerstoffpartialdruck auf, während in Zone C der 
geringste Sauerstoffpartialdruck messbar ist. Aktivierte Caspase 3 fand sich in Zone B und 
C, ein Hinweis, dass hier die Apoptosekaskade bereits initiiert wurde. In Zone C, die 
zeitlich aufgrund ihrer eingeschränkteren Versorgungslage vermutlich eher betroffen war, 
zeigt sich bereits eine M30-Expression, die zwar als früher Apoptosemarker gilt, zeitlich 














 Abbildung 41: Leberhistologie 
A Lichtmikroskopisches Präparat einer Schweineleber (HE- 
    Färbung) 
1 – Leberläppchen /Leberazinus 
2 – Zentralvene (V.centralis) 
3 – Lebersinusoid 
 
B GLISSON`sches     
    Dreieck 
4- Hepatozyt 
5- V.interlobularis     
(Ast der V.porta) 
6- A.interlobularis 
(Ast der A.hepatica) 


















In einem graduellen Ischämie-Reperfusions-Modell an Ratten konnten PAXIAN et al. 
ähnliche M30-Expressionsmuster in der Leber nachweisen (PAXIAN, 2003). Grundlage 
des Experimentes war eine Mangelversorgung des Gewebes im hämorrhagischen Schock, 
die zur ATP-Depletion führte. Im Rahmen des septischen Leberversagens werden ebenfalls 
Distributions- und Verteilungsstörungen als wesentlicher pathogenetischer Faktor 
diskutiert (TITHERADGE, 1999; RENSING, 2002). Einen besonders hohen Stellenwert 
nimmt die Translokation von Bakterien und Toxinen aus dem Darm ein (KRUEGER, 
2002; WOODCOCK, 2000). Über die Pfortader passieren sie zunächst das Stromgebiet 
der  Leber, wo sie von KUPFFER-Zellen, den ortständigen Makrophagen der Leber, 
phagozytiert werden. In Antwort auf diesen Stimulus sezernieren diese Zytokine, wie IL-6. 
Für die hepatozelluläre Dysfunktion im Zuge der Sepsis wird eine übersteigerte 
Zytokinantwort der KUPFFER-Zellen verantwortlich gemacht (BAUER, 1996; CURRIN, 
1996; BROWN, 1997; KOO, 1999; HUYNH, 2000; YANG, 2000).  KUPFFER-Zellen 
synthetisieren auch ET-1, das im Stromgebiet der Leber die eingangs beschriebenen 
Mikrozirkulationsstörungen auslösen soll (PAXIAN, 2004). Die resultierende Hypoxie 
bedingt eine Depletion energiereicher Phosphate, deren Ausmaß darüber entscheidet, ob 
die Zelle sich erholt oder durch Nekrose oder Apoptose zugrunde geht (PAXIAN, 2003).  
 
6.2.4  Die Hepatozytenapoptose wird wahrscheinlich auf intrinsischem Weg initiiert 
 
Die Bildung des CK-18-Neoepitops bei schwerem Leberversagen war in der vorliegenden 
Untersuchung von einer deutlichen Freisetzung von Cytochrom c begleitet (Abbildung 13). 
Sowohl Gesunde als auch Septiker und SIRS-Patienten wiesen Cytochrom c-Werte 




Abbildung 42: Durchblutung 
der Leber mit Zonen der 
Sauerstoffversorgung 
        Blut der A.hepatica 
        Blut der V.portae 
        Galle 
A- Zone mit hohem 
     Sauerstoffpartialdruck 
B- Zone mit mittlerem 
     Sauerstoffpartialdruck 
C- Zone mit geringem  
    Sauerstoffpartialdruck 
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im Rahmen eines septischen Leberversagens kam es zu einem steilen Anstieg der Werte auf 
durchschnittlich 2,07 ng/ml (maximal: 8,3 ng/ml minimal: 0,2 ng/ml, Median: 1,2 ng/ml). 
Dem gegenüber waren die sFasL-Serumkonzentrationen nahezu unverändert (Abbildung 
13). Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einem Apoptose-bedingten hepatozellulären 
Schaden, welcher über die intrinsische/mitochondriale Wegstrecke initiiert wird.  
Eine sekundäre Involvierung der Mitochondrien ist jedoch mit den angewanden 
Untersuchungen nicht gänzlich auszuschließen. Laut aktueller Studienlage differieren 
verschiedene Zellpopulationen in Bezug auf die sekundäre Einbeziehung der 
Mitochondrien nach Ligation von FasL (SCAFFIDI, 1998). Allerdings gibt es bislang keine 
Studie, die klärt ob Hepatozytenapoptose, die über FasL-Bindung ausgelöst wird, zu einer 
Freisetzung von Cytochrom c führt.  Möglicherweise könnte auch der lysosomale, der ER-
vermittelte oder der Rezeptor-vermittelte Weg Auslöser des PCD sein. Gegen den 
Rezeptor-vermittelten Signalweg sprechen die niedrigen sFasL –Serumspiegel, die noch 
unter denen der gesunden Kontrollgruppe liegen (Abbildung 13 Grafik 2).  Aufgrund der 
geringen Fallzahl von nur 3 Leberbioptaten kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, 
dass FasL-Rezeptoren an Leukozytenoberflächen, die angelockt durch Zytokine das 
Lebergewebe infiltrieren, die Apoptose induzieren. Ein solcher Mechanismus wurde von 
KLINTMANN und DOUGTHY beschrieben. In den 3 untersuchten Bioptaten fanden 
sich mikroskopisch jedoch keine Hinweise auf Leukozyteninfiltration. KLINTMANN 
schlussfolgert, dass der auslösende Apoptosemechanismus (intrinsisch oder extrinsisch) in 
Abhängigkeit von dem die Sepsis verursachendem Erreger differiert (DOUGTHY, 2002; 
KLINTMANN, 2004). Bei den hier untersuchten Patienten waren sowohl gramnegative als 
auch grampositive Keime im Erregerspektrum der Sepsis erhalten. Eine Differenzierung 
bezüglich der unterschiedlichen Erreger und des Apoptosemechanismus erfolgte bislang 
nicht. DOUGHTY et al. hingegen schreiben den apoptotischen Untergang von 
Hepatozyten bei Sepsis dem Fas/FasL-System zu, was in Kontroverse zu den vorliegenden 
Ergebnissen steht. Die Arbeitsgruppe hatte jedoch für die betroffenen Patienten hohe 
sFasL-Spiegel gemessen. Der intrinsische Weg wurde in dieser Arbeit nicht untersucht 
(DOUGTHY, 2002). Bei den Patienten handelte es sich ferner ausschließlich um  Kinder, 
was die Vergleichbarkeit einschränkt. Zudem beweisen hohe sFasL-Spiegel alleine nicht, 
dass die Apoptose der Hepatozyten auch durch diese ausgelöst wird. Hierzu muss die Zelle 
als weitere Bedingung auch empfänglich gegenüber sFasL sein, beispielsweise durch 
Expression von Fas-Rezeptor und Verfügbarkeit der zellinternen Signalproteine.  
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6.2.5  Veränderung der sTRAIL-Expression beim septischen Multiorganversagen  
 
Als Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie mit hohen Homologieanteilen zu den 
Namensgebern der Familie, deren Beteiligung im Leberversagen bereits nachgewiesen ist, 
zielten unsere Untersuchungen auf spezifische Änderungen der Expression von TRAIL.  
Im Bereich intensivmedizinischer Krankheitsbilder, speziell der Sepsis und ihr verwandten  
Erkrankungen, ist über TRAIL und seine Rezeptoren bislang wenig bekannt.  
TRAIL ist in membranständiger und in seiner löslichen Form für die Beseitigung 
seneszenter Neutrophiler verantwortlich (TECCIO, 2004; LUM, 2005). Verlängertes 
Überleben neutrophiler Granulozyten stellt einen wichtigen pathogenetischen Faktor des 
MOV dar. Reife Neutrophile und Monozyten sind in der Lage sTRAIL freizusetzen und 
Apoptose in sensitiven Zellen auszulösen (TECCIO, 2004). Die Relevanz dieses Vorgangs 
beim kritisch kranken Patienten steht noch zur Frage, denn die Mehrzahl nativer humaner 
Zellen ist nicht empfänglich gegenüber TRAIL-induziertem Zelltod. Untersucht wurden 
insbesondere auch Zellen der Organe, die im Zuge eines MOV betroffen sind: 
Lungenfibroblasten, Kolonepithelien, glatte Muskelzellen und Hepatozyten (JO, 2000; 
YUROVSKY, 2003; SECCHIERO, 2004; RIMONDI, 2005).  
 
In der vorliegenden Untersuchung waren die sTRAIL-Serumspiegel bei kritisch Kranken 
(SIRS- und Sepsis-Patienten) gegenüber der gesunden Kontrollgruppe signifikant erniedrigt 
(Abbildung 14). In der Gruppe Sepsis-Kranker war darüber hinaus eine weitere Abnahme 
mit zunehmender Organdysfunktion zu verzeichnen, ohne dass dieses Ergebnis statistische 
Signifikanz erreichte. Auch eine Korrelation zu einem bestimmten Organsystem war, bis 
auf eine weitere leichte Abnahme bei zunehmend eingeschränkter Nierenfunktion 
(Abbildung 30), nicht ersichtlich (Abbildungen 28-33).  
Die Abnahme des Serumspiegels könnte auf verminderter Expression als auch auf einen 
Verbrauch von sTRAIL hindeuten. Ein möglicher Mechanismus ist der Verbrauch des 
TRAILs an den Scheinrezeptoren TRAIL-R3, TRAIL-R4 oder Osteoprotegrin (OPG), die 
wie eingangs beschrieben, TRAIL-neutralisierend wirksam sind. OPG wird von 
Endothelzellen in Antwort auf inflammatorische Zytokine (IL-1β und TNF-α) in deutlich 
höherem Maße exprimiert (COLLIN-OSDOBY, 2001). Bei den untersuchten Patienten 
mit infektiöser und nicht infektiöser systemischer Entzündung sind hohe Zytokin- und 
folglich auch hohe OPG- Spiegel zu erwarten. Demnach könnte TRAIL sich der Messung 
durch Bindung an OPG entziehen.   
Die apoptogene Eigenschaft von sTRAIL hängt jedoch auch vom Expressionsmuster der 
Apoptose-transduzierenden Rezeptoren TRAIL-R1, TRAIL-R2 als auch von 
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intrazellulären Regulationsmechanismen ab (LUM, 2005; LEVERKUS 2000; KRAMMER, 
2000). Eine ergänzende Untersuchung des Lebergewebes auf Expressionsveränderungen 
dieser Rezeptoren bei Sepsis könnte den Sachverhalt konkretisieren, ist aber aufgrund der 
benötigten repräsentativen Probenzahl ethisch kaum vertretbar.   
Im Zusammenhang mit der Granulozytenapoptose könnten die erniedrigten Spiegel die 
Überlebenszeit seneszenter Neutrophiler verlängern und die damit verbundene respiratory-
burst-Aktivität konsekutive Organschäden verursachen (MATUTE-BELLO, 1997; 
FETEROWSKI, 2001, TANEJA, 2004). Für die Lungenfunktion im MOV ist ein solcher 
Mechanismus nachgewiesen (WARE, 2000; SERRAO, 2001). Ein eindeutiger 
Zusammenhang mit der respiratorischen Insuffizienz lässt sich in den vorliegenden 
Ergebnissen jedoch nicht erkennen (Abbildung 29), vielmehr zeigten kritisch Kranke, d.h. 
sowohl SIRS- als auch Sepsispatienten generell erniedrigte sTRAIL-Spiegel (Abbildung 13, 
28-32). 
 
6.2.6  Veränderung der sFas/sFasL-Expression beim septischen Multiorganversagen  
 
Das Fas/FasL-System gilt als einer der Hauptwege zur Induktion der Apoptose in 
aktivierten Immunzellen (MOUNTZ et al., 1995). Fas, ein Typ I-Transmembranprotein der 
TNF-Rezeptorfamilie wird in vielen Geweben konstitutiv und nach Aktivierung exprimiert 
(NAGATA & GOLDSTEIN, 1995).  
Eine Studie an Kindern mit Sepsis-induziertem MODS demonstrierte, dass das 
antiapoptotische sFas das Überleben aktivierter Immunzellen verlängert und mit einem 
schlechten Outcome der Patienten in Verbindung steht (DOUGHTY, 2002). Auch die 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen hohe sFas-Werte bei Septikern, die das 
Signifikanzniveau ab SOFA 8-14 erreichen (Abbildung 14).  
Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnte bei DOUGHTY ein Zusammenhang 
zwischen hohen sFasL-Spiegeln und einer Schädigung von Lebergewebe auf dem Boden 
einer Lymphozyteninvasion dargestellt werden (DOUGHTY, 2002). Die verfügbaren 
Studien zur Expression Apoptose-assoziierter Proteine in diesem Zusammenhang liefern 
ebenfalls kontroverse Ergebnisse (PAPATHANASSOGLOU, 2000; DOUGHTY, 2002; 
DeFREITAS, 2004). Diese Arbeiten werden durch niedrige Patientenzahlen und eine 
beschränkte Auswahl an Apoptosemarkern limitiert.  
Patienten, die an Sepsis erkrankt waren, zeigten gegenüber Gesunden und SIRS-Patienten 
erhöhte sFas-Werte (Abbildung 13), die mit dem Schweregrad der Organdysfunktion 
korrelierten. Insbesondere im Verlauf verstorbene Patienten hatten wiederum höhere 
Werte als Überlebende (Abbildung 15), was in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 
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3 Forschungsgruppen ist (PAPATHANASSOGLOU, 2000; DOUGHTY, 2002; DE 
FREITAS, 2004). Die sFas-Werte lagen im Verlauf hierbei etwa ab dem 3.Tag signifikant 
höher als die der Überlebenden (Abbildung 15). 
In Abhängigkeit vom Schweregrad der Organdysfunktion konnten wir zudem einen 
Zusammenhang mit der Nieren- und Leberfunktion nachweisen (Abbildungen 13 und 18). 
So kommt es mit abnehmender Nierenfunktion zu einer Zunahme von sFas im Blut. Aus 
theoretischer Sicht könnte hierbei eine eingeschränkte renale Ausscheidung von sFas eine 
Rolle spielen. Tatsächlich korreliert die sFas-Clearance mit der Kreatinin-Clearance 
(BABA, 2004; DALBONI, 2008). Aber auch eine gesteigerte Synthese als Ursache der 
sFas-Erhöhung wird diskutiert (JABER, 2001; DALBONI, 2008).  
Mit abnehmender Leberfunktion ist ebenfalls ein Anstieg an sFas zu verzeichnen. Dies 
wird durch den SOFA-Subscore-Leberfunktion (Abbildung 20) jedoch nur unzureichend 
widergespiegelt. Die geringe Aussagekraft dieses SOFA- Subscores resultiert aus der 
Tatsache, dass er die steigende Bilirubinkonzentration, also einen späten und für die akute 
Leberdysfunktion wenig sensitiven Parameter beinhaltet (HAWKER, 1991). Die höchsten 
sFas Werte wurden bei Patienten erfasst, deren fulminantes Leberversagen ein 
Organersatzverfahren notwendig machte (Abbildung 13). Diese Patienten wurden nach 
klinischem Bild und einer Einschränkung der Plasmaverschwinderate von Indocyaningrün 
diesem Organersatzverfahren zugeführt.  
Das 26 kDa schwere Protein sFas könnte neben der renalen Elimination auch einem 
hepatozellulären Abbau unterliegen und mit abnehmender Leberleistung akkumulieren. In 
der Literatur lassen sich hierzu jedoch keine Hinweise finden. Um diese These zu erhärten, 
wären Untersuchungen zur Aufnahme und zum Abbau von sFas durch Hepatozyten 
notwendig. Beispielweise wäre ein Zellkulturexperiment mit Fluoreszensfarbstoff-
markiertem sFas denkbar. Hierbei ließe sich auch der Einfluss von Zytokinen, wie sie 
beispielsweise bei Sepsis frei werden, prüfen. 
 
Die gesteigerte Synthese von sFas bei Sepsis in Abhängigkeit vom Schweregrad der 
Organdysfunktion könnte im Sinne einer antiapoptotischen Funktion der Organprotektion 
dienen – möglicherweise als Versuch des Organismus sich vor einem weiteren Zellverlust 
bei ohnehin kritischer Organfunktion zu schützen (Abbildung 14). Eine Protektion der 
Endorgane bei leichter/moderater Sepsis lässt sich, wie bereits erläutert, aus den 
Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung insofern ableiten, dass es zur Apoptose erst 
beim Endorganversagen kommt (Abbildung 13). 
 
6.         Diskussion 
 68 
sFasL hingegen scheint im Falle eines SIRS/einer Sepsis gegenüber der gesunden 
Kontrollgruppe reduziert zu sein (Abbildung 14). Zwischen Sepsis und SIRS waren hierbei 
keine signifikanten Unterschiede nachzuweisen. Auch der zeitliche Verlauf lieferte 
inkonstante Ergebnisse mit der Tendenz zu dem niedrigsten sFasL-Spiegeln bei 
versterbenden Septikern mit MODS (Abbildung 15). Dies ist in Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen von NAKAE steht aber in Kontroverse zu den Untersuchungen von 
DOUGHTY et al..  Diese Forschungsgruppe wies bei Patienten mit septischem MODS 
hohe sFasL-Werte nach. Durch histologische Untersuchung des Lebergewebes wiesen sie 
zudem nach, dass es bei hohen sFasL-Serum-Spiegeln zu einer lymphozytären Infiltration 
des Lebergewebes mit konsekutiver Schädigung der Hepatozyten bis hin zur massiven 
Leberdestruktion kam (NAKAE, 2001; DOUGHTY, 2002).  
Da sFasL durch Matrix-Metalloproteinasen im Rahmen viraler Infektion von der 
Zelloberfläche freigesetzt wird (KAYAGAKI, 1995; POWELL, 1999), könnte auch die 
Genese der Sepsis – viral oder bakteriell – Einfluss auf den sFasL-Spiegel nehmen.  
Andererseits kann sich sFasL der Nachweisbarkeit auch durch Bindung an Fas-Rezeptoren 
und Internalisierung oder durch Bindung an sFas der Nachweisbarkeit entziehen. 
Hiergegen spricht jedoch, dass durch das Erscheinen von Cytochrom c bei schwerem 
Leberversagen eher der mitochondriale Weg als Apoptose-Auslöser beschritten wird.  
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7.  Schlussfolgerung 
 
Vergleichende Autopsien an verstorbenen Intensivpatienten mit Sepsis und anderen 
Todesursachen zeigten extensive Apoptose von Lymphozyten und gastrointestinalem 
Epithel bei Patienten mit Sepsis, was den Schluss nahe legte, dass die Apoptose einen 
wichtigen Pathomechanismus dieser Erkrankung darstellt (HOTCHKISS, SWANSON, 
1999a). Es folgten neben zahlreichen tierexperimentellen Studien auch Untersuchungen an 
Patienten, die Apoptose u.a. in  Gefäßendothelien (ROTH, 2004b; ZHOU, 2004), 
Thymusgewebe (LE TULZO, 2002) und Lungenepithelien (KRAMMER, 2000a; 
HOTCHKISS, 2001b; DOSREIS, 2004; NAKAMURA, 2004) nachwiesen. 
Die Frage des Beitrags der Apoptose am septischen Endorganversagen wurde jedoch 
weiterhin kontrovers diskutiert (MARSIK et al., 2003; DE FREITAS  et al. 2004).  
Ziel der vorliegenden Studie war die systematische Messung der Aktivierung der 
Apoptosekaskade an Patienten mit SIRS und Sepsis und die Korrelation der Ergebnisse mit 
dem Schweregrad der Erkrankung. Kenntnisse welche Signalwege im Detail in die Sepsis-
verursachte Apoptose involviert sind, könnten die Entwicklung von gezielten Therapeutika 
erlauben. 
 
Zusammenfassend lassen sich anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse drei 
Kernaussagen treffen: 
 
1. Im Rahmen einer schweren Sepsis kommt es zum Auftreten einer epithelialen 
Apoptose, die anhand des Erscheinens von Zytokeratin-18-Neoepitop (M30) 
sowohl im Serum als auch im epithelialen Gewebe nachweisbar ist. 
2. Die Apoptose ist selbst im Zusammenhang mit einer Sepsis ein streng regulierter 
Prozess. Leichte und moderate Sepsis führen demnach nicht zum Anlaufen der 
Apoptosekaskade. 
3. Erst bei schwerstem Krankheitsbild kommt es zum programmierten Zelltod 
epithelialer Organe, wie der Leber. Die Apoptose wird dann über den 
intrinsischen/ mitochondrialen Weg eingeleitet, was sich über den Nachweis von 
Cytochrom c bei gleichzeitigem Fehlen von sFasL bekräftigen lässt. Dem 
Zellverlust folgt eine eingeschränkte Organfunktion bis hin zum Leberversagen. 
 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind also vereinbar mit einem Apoptose-bedingten 
hepatozellulären Schaden, der über die intrinsische/mitochondriale Wegstrecke initiiert 
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wird, und deuten zudem auf eine mögliche Protektion von Organen gegenüber dem 
apoptotischen Zelltod bei geringer und moderater Organdysfunktion hin, wohingegen der 
programmierte Zelltod einen wesentlichen Beitrag zum schweren Organversagen (z.B. der 
Leber) zu leisten scheint.  
Ein ausgeprägter Zellverlust durch Apoptose oder durch Nekrose führt konsekutiv zu 
einer geminderten Organfunktion. Das Ausmaß ist in Hinsicht auf die Kompensierbarkeit 
des Funktionsausfalles eines Organs jedoch von größter Bedeutung, da sich hieraus 
therapeutische Strategien ableiten lassen, die die Prognose des Patienten maßgeblich 
beeinflussen können. Bei diesen schwer betroffenen Patienten ist der Zeitfaktor oft 
entscheidend hinsichtlich der Prognose. Für die Leber, deren Funktion in der Praxis 
üblicherweise anhand des Bilirubinspiegels gemessen wird, könnte hierbei wichtige Zeit 
verloren gehen, denn der Bilirubinanstieg gilt als später Marker der Organdysfunktion und 
ist wenig sensitiv (HAWKER, 1991). Die Möglichkeit, anhand eines einfach zu 
bestimmenden Blutparameters, wie M30, die Tragweite Sepsis-induzierter Apoptose und 
die Prognose kritisch Kranker hinsichtlich Überleben und Organfunktion frühzeitig 
abzuschätzen, war daher ein weiteres Ziel dieser Arbeit.  
Der M30-Serumspiegels scheint ein effektives, wenig invasives und mit einem geringen 
Kostenaufwand verbundenes Werkzeug zu sein, um das Ausmaß des Organversagens, 
insbesondere des Leberversagens bei septischen Patienten zu quantifizieren. Die klinische 
Konsequenz könnte ein früherer Einsatz von Leberersatzverfahren sein. Die 
Leberzellfunktion unterstützende Medikamente könnten gezielter eingesetzt werden. Auch 
der Erfolg therapeutischer Interventionen, wie beispielsweise der Einsatz von 
Caspaseinhibitoren, ließe sich eventuell über die Messung von M30 monitoren. Hierfür 
wären jedoch weiterführende Untersuchungen notwendig. 
Zusammenfassend eignet sich die Bestimmung der Serumkonzentration Apoptose-
spezifischer Proteine zur indirekten Quantifizierung der Apoptoseaktivität bei Patienten 
mit SIRS und Sepsis und könnte hilfreich zur Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivität 
sein sowie neue Einblicke in die Bedeutung der Apoptose bei der Pathogenese und dem 
Therapieverlauf ermöglichen.  
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